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1. Imie i nazwisko.

Marcin Gackowski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem podmiotu
nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

1. Doktor nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne -
Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. L. Rydygiera UMK; Bydgoszcz, 11
czerwca 2019 r. Tytut rozprawy doktorskiej: “Zastosowanie metod spektrofotometrii
pochodnych widma oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej w
analizie lekéw o wybranej aktywnosci farmakologicznej". Praca realizowana w
Katedrze i Zakfadzie Toksykologii CM UMK. Promotor: dr hab. inz. Marcin Koba, prof.
UMK;

2. Magister farmacji - Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. L. Rydygiera
UMK; Bydgoszcz, 31 marca 2011 r. Tytut pracy magisterskiej: “Oznaczenie
lormetazepamu w preparatach farmaceutycznych metodg spektrofometrii
pochodnych widma oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej". Praca
realizowana w Katedrze i Zaktadzie Chemii Lekéw CM UMK. Promotor: prof. dr hab.
Michat Marszatt.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

12.2020 — obecnie Adiunkt
Katedra Toksykologii i Bromatologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

10.2019 - 11.2020 Asystent
Katedra Toksykologii i Bromatologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

11.2014 -09.2019 Starszy technik
Katedra i Zaktad Toksykologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.



4. Omowienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2020 r. poz. 85 z p6Zn.
zm.). OmoOwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnie¢, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiggniecie jest dzietem wspdtautorskim, z
uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu catej kariery
zawodowej.

Tytut cyklu osiggniec:
Wykorzystanie modelowania molekularnego do racjonalnego projektowania
pochodnych izostewiolu jako inhibitorow aktywowanego czynnika
krzepniecia X oraz przewidywania aktywnosci przeciwnowotworowej

pochodnych antrapirazolu

Zgodnie z analizg bibliometryczng taczna punktacja MEIN prezentowanego cyklu
sktadajacego sie z 5 prac wynosi 500 pkt., a sumaryczny wspdtczynnik Impact Factor: 20,00

pkt. We wszystkich pracach jestem pierwszym oraz korespondencyjnym autorem.

P1. Gackowski M.*, Szewczyk-Golec K., Pluskota R., Koba M., Madra-Gackowska K., Wozniak

A.: Application of multivariate adaptive regression splines (MARSplines) for predicting
antitumor activity of anthrapyrazole derivatives, International Journal of Molecular Sciences,
vol. 23, nr 9, 2022, s. 1-19, DOI:10.3390/ijms23095132,

140 pkt. MEIN, 5,6 pkt. IF

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan literatury (70%), zaplanowaniu
i przeprowadzeniu eksperymentu (90%), wykonaniu 90% obliczen, napisaniu manuskryptu

(85%), korekcie manuskryptu (60%). Mdj udziat procentowy szacuje na 75%.




P2. Gackowski M.*, Szewczyk-Golec K., Madra-Gackowska K., Pluskota R., Koba M.:

Quantitative structure-activity relationship analysis of isosteviol-related compounds as
activated coagulation factor X (FXa) inhibitors, Nutrients, vol. 14, nr 17, 2022, s. 1-15,
DOI:10.3390/nu14173521,

140 pkt. MEIN, 5,9 pkt. IF

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan literatury (80%), zaplanowaniu
i przeprowadzeniu eksperymentu (90%), wykonaniu 80% obliczer, napisaniu manuskryptu

(90%), korekcie manuskryptu (70%). Mdj udziat procentowy szacuje na 80%.

P3. Gackowski M.*, Pluskota R., Koba M.: Predicting Antitumor Activity of Anthrapyrazole

Derivatives using Advanced Machine Learning Techniques, Current Computer-Aided Drug
Design, vol. 19, 2023, DOI:10.2174/1573409919666230612144407,

40 pkt. MEIN, 1,7 pkt. IF

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan literatury (90%), zaplanowaniu
(100%) i przeprowadzeniu eksperymentu (90%), wykonaniu 95% obliczerr, napisaniu

manuskryptu (90%), korekcie manuskryptu (85%). Mdj udziat procentowy szacuje na 90%.

P4. Gackowski M.*, Madriwala B., Studzinska R., Koba M.: Novel isosteviol-based FXa

inhibitors: molecular modeling,in silico design and docking simulation, Molecules, s.n., vol. 28,
nr 13, 2023, s. 1-22, DOI:10.3390/molecules28134977,

140 pkt. MEiN, IF 4,6 pkt. IF

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan literaturowych (90%),
zaplanowaniu (100%) i przeprowadzeniu eksperymentu (90%), wykonaniu 90% obliczen,

napisaniu manuskryptu (80%), korekcie manuskryptu (90%). Mdj udziat procentowy szacuje

na 85%.



P5. Gackowski M.*, Madriwala B., Koba M.: In silico design, docking simulation, and ANN-

QSAR model for predicting the anticoagulant activity of thiourea isosteviol compounds as FXa
inhibitors, Chemical Papers, Slovenska Akademia Vied - Chemicky Ustav, 2023, s. ,
DOI:10.1007/511696-023-02994-y

40 pkt. MEIN, 2,2 pkt. IF

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan literaturowych (90%),
zaplanowaniu (100%) i przeprowadzeniu eksperymentu (90%), wykonaniu 80% obliczen,

napisaniu manuskryptu (85%), korekcie manuskryptu (80%). Mdj udziat procentowy szacuje

na 85%.

Wstep

Opracowywanie i wprowadzanie na rynek nowych lekéw jest jednym z najbardziej
ztozonych i trudnych proceséw w branzy farmaceutycznej. Ogromne naktady finansowe oraz
lata badan poswieca sie, aby osiggna¢ wysokg jakos$é oraz zréwnowazy¢ skutecznosé
terapeutyczng z zachowaniem jak najwiekszego bezpieczenstwa stosowania u pacjentow —
zaréwno ludzi jak i zwierzat. Ingerencja ksenobiotykdw w skomplikowane uktady biologiczne
pocigga za sobg koniecznos$¢ przeprowadzenia kosztownych badan klinicznych zgodnie z coraz
surowszymi protokotami. Do fazy badan klinicznych dociera tylko niewielki odsetek badanych
bioaktywnych zwigzkdow, a jeszcze mniej zostaje wprowadzonych na rynek. Potrzeba
sprostania rosngcym wymaganiom pacjentdow, firm ubezpieczeniowych, czy systemoéw opieki
zdrowotnej dotyczacych skuteczniejszych, bezpieczniejszych oraz efektywnych kosztowo
farmakoterapii wymaga poszukiwania coraz bardziej wyrafinowanych technik i metod
badawczych. W ostatnich latach, aby przyspieszy¢ proces opracowywania nowych aktywnych
zwigzkdéw, zredukowac koszty i czas badan oraz ograniczy¢ doswiadczenia przeprowadzane na
zwierzetach wykorzystuje sie komputerowe metody projektowania oparte sg na réznych
technikach modelowania molekularnego. Modelowanie molekularne wykorzystuje wszystkie
metody teoretyczne oraz techniki obliczeniowe do modelowania, przewidywania wtasciwosci
oraz symulacji zachowania sie czgsteczek w okreslonych warunkach. Modele molekularne
mogg bazowac na analizie struktury badanych zwigzkéw. Umozliwiajg przewidywanie, w jaki

sposob wprowadzenie zmiany strukturalnej w danym zwigzku chemicznym wptynie na jego
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aktywnos¢, a w konsekwencji zaprojektowanie takich struktur, ktére beda bardziej aktywne
niz dotychczas stosowany lek. Czesto obejmujg one koncepcje ilosciowej zaleznosci struktura-
aktywnos¢ (QSAR, ang. quantitative structure—activity relationship). Badania QSAR s3
uzytecznym narzedziem chemii obliczeniowej do przewidywania wymagan strukturalnych dla
aktywnosci biologicznej. Paradygmat QSAR szybko ewoluowat do tego stopnia, ze wtasciwosci
molekularne i/lub aktywnos¢ biologiczng nowych zwigzkéw mozna szybko przewidzie¢ in silico
bez lub przy minimalnych badaniach eksperymentalnych (w tym na zwierzetach),
optymalizujgc w ten sposdb prace, oszczedzajac czas, zasoby i koszt produkcji lekdw. Analiza
QSAR generuje dobrg korelacje obliczeniowg miedzy deskryptorami molekularnymi a
obserwowang aktywnoscig (wyrazong na przyktad jako potowa maksymalnego stezenia
hamujacego - 1Cso). Techniki modelowania molekularnego, takie jak dokowanie molekularne
pozwalajg przewidywaé¢ powinowactwo i sposdb wigzania miedzy dwiema czgsteczkami, co
umozliwia zrozumienie mechanizmu interakcji miedzy ligandem a receptorem, gdy tgczg sie
ze sobg w celu uzyskania stabilnej konformacji. Dokowanie jest szeroko stosowane w
multidyscyplinarnych dziedzinach, takich jak biologia, fizyka, chemia oraz przede wszystkim w
przemysle farmaceutycznym. Dokowanie molekularne jest jedng z najczesciej stosowanych
metod w opartym na wiedzy strukturalnej projektowaniu lekéw ze wzgledu na zdolno$é do
przewidywania konformacji wigzania ligandéw z odpowiednim docelowym miejscem
wigzania. Charakterystyka zachowania wigzania odgrywa waing role w racjonalnym
projektowaniu lekéw i wyjasnianiu podstawowych proceséw biochemicznych. Techniki
modelowania molekularnego wymienione powyzej wspomagajg projektowanie i
optymalizacje liganddéw o pozadanych wtasciwosciach, takich jak wysokie powinowactwo do
celu molekularnego i selektywnosé.

Nowotwory zfosliwe zajmujg niechlubne pierwsze miejsce wsrdd przyczyn zgondéw na
catym sSwiecie, ponadto stanowig bariere dla wzrostu sredniej dtugosci zycia. W 2019 roku
nowotwadr byt pierwszg lub drugg przyczyng zgonéw przed 70. rokiem zycia w 112 ze 183
krajow i zajat trzecie lub czwarte miejsce w kolejnych 23 krajach wedtug szacunkéw Swiatowe;j
Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization). Niewatpliwie liczba nowych
przypadkéw oraz zgondw z powodu nowotwordw nieustannie rosng w skali globu, dlatego
nowe strategie terapeutyczne, ktére zwiekszajg szanse na powrét do zdrowia, tagodza
przebieg choroby w leczeniu paliatywnym oraz czynig leczenie bezpieczniejszym, s3

bezwzglednie potrzebne. Antracykliny juz od ponad po6t wieku nalezg do najbardziej
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aktywnych cytostatykéw stosowanych w walce z wieloma réznymi nowotworami i sg
podstawg wielu schematdéw terapeutycznych. Substancje te znalazty szerokie zastosowanie u
pacjentéw chorych m.in. na nowotwor piersi. Jednym z najlepiej przebadanych i szeroko
stosowanych chemioterapeutykéw jest doksorubicyna, antybiotyk antracyklinowy znany z
wysokiej czestosci wystepowania dziatan niepozadanych, w tym przede wszystkim
kardiotoksycznosci i mielosupresji. Zaobserwowano, ze doksorubicyno-zalezna przewlektfa
niewydolno$é serca rozwija sie u 26% pacjentéw po przekroczeniu dawki kumulacyjnej 550
mg/m? powierzchni ciata. W poprzednich dekadach podejmowano liczne préby zdefiniowania
mechanizmu kardiotoksycznos$ci indukowanej antracyklinami. Jest on wieloczynnikowy,
jednakze nie zostat do korica poznany. Przeprowadzone badania w tym temacie doprowadzity
do udoskonalenia uzywanych protokotdw chemioterapii poprzez obnizenie dawek w
sytuacjach, gdzie jest to mozliwe. Natomiast nowe leki z grupy antracyklin nie spefnity
stawianych im oczekiwan ani w kwestii wiekszej sity dziatania przeciwnowotworowego ani
bezpieczenstwa w stosunku do miokardium. W drugiej potowie XX wieku zsyntetyzowano
pochodne antrapirazolu, posiadajgce szerokie spektrum aktywnosci przeciwnowotworowe;j
wykazane w rdéznych modelach guza jako nowg klase lekéw przeciwnowotworowych i
potencjalnych nastepcéw antracyklin. Dzieki ptaskiej strukturze zwigzki te sg interkalatorami.
Indukujg uszkodzenia DNA poprzez hamowanie topoizomerazy Il, co prowadzi do trwatych
peknie¢ w jednej lub obu niciach DNA, oraz hamowanie syntezy DNA. W przypadku trzech
pochodnych antrapirazolu, tj. losoksantronu, piroksantronu oraz teloksantronu (Rysunek 1.),
wykonano ocene kliniczng. Zaréwno badania przedkliniczne, jak i badania kliniczne | fazy
wskazywaty na brak wystepowania kardiotoksycznosci. Jednakze mielosupresja z leukopenia
gtownie w przypadku losoksantronu i piroksantronu oraz neutropenia w przypadku
teloksantronu byly gtdwnymi, ograniczajgcymi wielko$é¢ dawki, objawami toksycznosci
badanych molekut. W badaniach fazy Il wszystkie trzy czgsteczki wykazaty godne uwagi

wskazniki odpowiedzi terapeutycznej u kobiet z nowotworem piersi z przerzutami.



Rysunek 1. Struktura chemiczna pochodnych antrapirazolu: a) losoksantron, b) piroksantron,
c) teloksantron.

Pomimo uptywu czasu pochodne antrapirazolu nadal wzbudzajg spore zainteresowanie,
poniewaz wykazano ich silng aktywnos¢ zbadang in vitro wobec réznych ludzkich linii komorek
nowotworowych (rak watrobowo-komérkowy HepG2, BEL-7402 i SMMC-7721, rak okreznicy
HCT-116 i HT-29, rak piersi MCF-7, rak gardfa linii FaDu i przewlekta biataczka szpikowa K562).
Liczne mozliwe modyfikacje bocznych tancuchdédw zawierajgcych grupy aminowe, kluczowych
dla dziatania cytotoksycznego analogéw antrapirazolu czyni je atrakcyjnym celem
komputerowo wspomaganego projektowania lekéw (CADD, ang. computer-aided drug design)
jako nowych kandydatow do leczenia choréb nowotworowych.

Doustne leki przeciwzakrzepowe nowej generacji (DOAC, ang. direct oral
anticoagulants) sa wazng i relatywnie nowa klasg syntetycznych lekéw przeciwzakrzepowych
powszechnie stosowanych w zapobieganiu powiktaniom zakrzepowo-zatorowym po
zabiegach lub w migotaniu przedsionkéw oraz w leczeniu zylnej choroby zakrzepowo-
zatorowej. Dabigatran zostat wprowadzony na rynek w 2010 roku i jest bezposrednim
inhibitorem trombiny. Z kolei riwaroksaban, apiksaban, edoksaban i betriksaban zostaty
wprowadzone na rynek farmaceutyczny po 2011 r. Hamujg one w sposéb odwracalny
aktywowany czynnik krzepniecia X (FXa), zaréwno wolny, jak i zwigzany z protrombinazg. W
ten sposdb skutecznie blokujg powstawanie skrzepu i wytwarzanie trombiny w sposéb zalezny
od stezenia. Aktywowany czynnik Xa odgrywa kluczowa role w szlaku krzepnigcia krwi i
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aktualnie jest atrakcyjnym celem dla projektowania nowych lekéw przeciwzakrzepowych.
Warto jednak podkresli¢, ze stymuluje on rowniez wiele wewnatrzkomérkowych szlakow
sygnatowych poprzez sprzezone z biatkiem G receptory aktywowane proteazg (PARs, ang.
Protease-Activated Receptors). Przekaznictwo FXa-PAR jest mozliwym celem terapeutycznym
do poprawy zaburzonego metabolizmu i wrazliwosci na insuline, czyli w przysztosci do
farmakoterapii otytosci i cukrzycy. Obecnie bezposrednie inhibitory FXa s jednym z
najpowszechniej stosowanych doustnych antykoagulantéw w farmakoterapii zaburzen
zakrzepowo-zatorowych. Co ciekawe, Eliquis® (apiksaban) byt pigtym najlepiej sprzedajgcym
sie lekiem na swiecie w 2021 roku. Warto podkresli¢, ze pomimo przewagi nad tradycyjnymi
antykoagulantami (jak np. warfaryna), doustne leki przeciwzakrzepowe nowej generacji
nadal majg ograniczenia do stosowania i powazne skutki uboczne, takie jak znaczny wzrost
krwawien z przewodu pokarmowego bedacy giéwnym problemem w praktyce klinicznej,
interakcje z innymi lekami, czy toksycznos¢ skorna. Ponadto synteza tych lekéw jest
wieloetapowa i wymaga stosowania niebezpiecznych odczynnikéw oraz toksycznych
rozpuszczalnikdw. Dlatego w ostatnich latach podjeto wiele wysitkbw w poszukiwaniu
nowych, bardziej skutecznych i bezpiecznych inhibitorow FXa przeznaczonych do
farmakoterapii choréb zakrzepowo-zatorowych. lzostewiol (ISV, Rysunek 2 b)) jest
produktem hydrolizy kwasowej stewiozydu (Rysunek 2 a)), zwigzku pochodzgcego z rosliny
stewii (Stevia rebaudiana Bertoni), ktérej liscie stosowane byty od wiekédw przez
paragwajskich Indian do stodzenia yerba mate, naparu przyrzadzanego z lisci ostrokrzewu
paragwajskiego. lzostewiol posiada wtasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwcukrzycowe,
przeciwnowotworowe oraz kardioprotekcyjne. Wykazuje tez dziatanie przeciwbakteryjne oraz
przeciwbiegunkowe. W ostatnich latach wykazano aktywnos$¢ przeciwzakrzepowg analogéw
izostewiolu, co zacheca do kontynuowania wysitkbw w kierunku poszukiwania i
projektowania nowych, bezpieczniejszych lekow przeciwzakrzepowych opartych na rdzeniu

ISV.
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a) b)

Rysunek 2. Struktura: a) stewiozydu oraz b) produktu jego hydrolizy — izostewiolu.

W przesztosci zwigzki pochodzenia naturalnego i ich analogi strukturalne wniosty istotny wktad
w proces odkrywania lekdéw, zwtaszcza w przypadku farmakoterapii nowotwordw i chordb
zakaznych, ale takze w innych obszarach terapeutycznych, jak choroby sercowo-naczyniowe
(np. statyny), czy stwardnienie rozsiane (np. fingolimod). Struktura stewiozydu (i produktu
jego hydrolizy — izostewiolu) moze by¢ wykorzystana w projektowaniu i syntezie nowych,
bioaktywnych zwigzkdow. lzostewiol posiada wiele zalet, m.in. nietoksyczno$é, niski koszt
produkcji, a takze specyficzne cechy budowy jak sztywnos¢ czgsteczki czy chiralnosé, co
zacheca do projektowania réznorodnych analogéw izostewiolu o potencjalnym znaczeniu
terapeutycznym. W zwigzku z powyzszym, izostewiol jest jedng z preferowanych struktur w
procesie projektowania nowych lekédw i ma ugruntowang pozycje w dziedzinie chemii

medyczne;j.
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Cel

Celem badawczym przedstawionego cyklu habilitacyjnego byto racjonalne
zaprojektowanie nowych inhibitoréw aktywowanego czynnika krzepniecia X — pochodnych
estru etylowego izostewiolu (N-podstawione pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego
izostewiolu oraz etery oksymu estru etylowego izostewiolu) jako alternatywy wobec
doustnych bezposrednich antykoagulantéw. Ustalenie cech strukturalnych pochodnych estru
etylowego izostewiolu, ktére w najwiekszym stopniu wptywajg na aktywnos¢ hamujacg wobec
FXa jest kluczowe z perspektywy giebszego zrozumienia mechanizmu oddziatywan inhibitor-
receptor oraz optymalizacji znanej juz struktury w celu otrzymania zwigzku o pozadanej sile
dziatania i selektywnosci. Dlatego projektowanie oparte zostato na wiedzy strukturalnej
uzyskanej z przeprowadzonych badan modelowania molekularnego, tj. analizy QSAR oraz
dokowania molekularnego. Z uwagi na niewielkg ilo$¢ otrzymanych do tej pory pochodnych
izostewiolu, ktérych aktywnos$¢ hamujgca wobec FXa zostata przebadana in vitro, w celu
opracowania oraz dalszego doskonalenia metodologii badan wybratem liczng grupe
pochodnych antrapirazolu. Badania in silico analogéw antrapirazolu miaty na celu
przewidywanie aktywnosci przeciwnowotworowej oraz ewaluacje mocy predykcyjnej
czterech nowoczesnych algorytméw uczenia maszynowego wykorzystanych jako algorytmy
przetwarzania koncowego w prowadzonych analizach QSAR, a w konsekwencji wskazanie
algorytmu o najwyzszej mocy predykcyjnej do zastosowania w modelowaniu molekularnym

pochodnych estru etylowego izostewiolu.

Przebieg badan:

- opracowanie metodologii badan modelowania molekularnego z wykorzystaniem 73
pochodnych antrapirazolu (wizualizacja struktury, optymalizacja geometryczna, obliczanie
deskryptorow molekularnych, analiza regresji z implementacjg nowoczesnego algorytmu
uczenia maszynowego wielozmiennej regresji adaptacyjnej z wykorzystaniem funkgji
sklejanych, walidacja modelu) oraz zastosowanie opracowanego modelu QSAR do predykcji

aktywnosci przeciwnowotworowe]j pochodnych antrapirazolu (P1);

12



- wykorzystanie opracowanej metodologii do identyfikacji cech strukturalnych wptywajgcych
na aktywnos¢ hamujgcg N-podstawionych pochodnych tiosemikarbazonu izostewiolu wobec

FXa (P2);

- zastosowanie czterech nowoczesnych algorytmdéw uczenia maszynowego do rozwigzania
postawionego problemu regresyjnego w analizie QSAR pochodnych antrapirazolu oraz ich
ewaluacja prowadzaca do wskazania najbardziej efektywnego algorytmu o najwyzszej
wartosci prognostycznej, co spowoduje podkreslenie najistotniejszych wfasciwosci

molekularnych wptywajgcych na aktywnos¢ farmakologiczng analizowanych zwigzkéw (P3),

- tgczne wykorzystanie dwdch opracowanych metod modelowania molekularnego — QSAR
oraz dokowania molekularnego do racjonalnego projektowania nowych pochodnych eteréw
oksymu estru etylowego izostewiolu (P4) oraz nowych N-podstawionych pochodnych
tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P5) jako terapeutycznych inhibitoréw
aktywowanego czynnika krzepniecia X. W ostatnim etapie wyselekcjonowanie kandydatéw do

dalszych badan tj. syntezy i badan in vitro.

Modelowanie molekularne pochodnych antrapirazolu oraz izostewiolu

Badania modelowania molekularnego zaplanowatem i przeprowadzitem dla 73
pochodnych antrapirazolu (P1 i P3), 17 eteréw oksymu estru etylowego izostewiolu (P4) oraz
20 N-podstawionych pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P2 i P5).
Sposrdod wielu istniejgcych metod opartych na chemii teoretycznej i zastosowarn modelowania
molekularnego prowadzone badania opartem o wizualizacje struktury, optymalizacje
geometryczng, przewidywanie aktywnosci farmakologicznej (analiza QSAR) oraz badanie
interakcji molekularnych (dokowanie). Otrzymane wyniki postuzyty do projektowania
opartego na wiedzy strukturalnej nowych pochodnych estru etylowego izostewiolu jako

terapeutycznych inhibitoréw aktywowanego czynnika krzepniecia X (P4 i P5).
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Metodologia optymalizacji geometrii przestrzennej badanych czasteczek

Pierwszym etapem kazdego z prowadzonych badan (P1-P5) bylo stworzenie
i przestrzenna wizualizacja struktur analizowanych zwigzkéw w programie Hyperchem 8.0
(Hypercube Inc., Gainesville, FL, USA), dla ktérych dane dotyczace ich aktywnosci biologicznej
(potowa maksymalnego stezenia hamujgcego - ICso lub stata inhibicji - Ki) wprowadzono na
podstawie wynikdow badan in vitro opisanych w dostepnej literaturze naukowej. Poczynajgc
od geometrii startowej, kolejnym krokiem byto znalezienie takiej geometrii czgsteczki, w
ktorej osigga ona minimum energii. Optymalizacje geometryczng uzyskano stosujgc metode
gradientu sprzezonego Polaka-Ribiere'a. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
optymalizacje, stosujgc metode mechaniki molekularnej (pole sitowe MM+). Okreslono
warto$¢ gradientu branego do obliczer (ang. Root mean square gradient) — 0,01 kcal/(A-mol)
oraz maksymalng ilos¢ cykli obliczeniowych (30 000). Nastepnie zastosowano pétempiryczng
metode chemii kwantowej Austin Model 1 (AM1) w ramach ograniczonego formalizmu
Hartree-Focka (RHF, ang. Restricted Hartree-Fock). Warto$¢ gradientu oraz maksymalna ilo$¢
cykli obliczeniowych pozostaty niezmienne. Sama procedura optymalizacji przebiega w sposéb
iteracyjny. Oznacza to, ze w kazdym kroku optymalizacji wybierany jest kat, ktdrego zmiana
spowoduje najwiekszy spadek energii czgsteczki. Dzieje sie tak do momentu, w ktérym zmiana
zadnego z katdw nie spowoduje zatozonego spadku energii i tym samym proces zostaje
zakoniczony, a badana struktura zostaje zoptymalizowana (przyktadowe zoptymalizowane
struktury — Rysunek 3.). Zastosowanie metody semiempirycznej zapewnia nie tylko wysoki
poziom zgodnosci z obliczeniami metodami ab initio, ale takze czyni catg procedure bardziej
ekonomiczng i oszczedzajacy czas. Niewatpliwie zaletg zastosowanej metody AM1 jest takze
brak wysublimowanych wymagan dotyczgcych sprzetu komputerowego. Metoda ta jednak ma
swoje ograniczenia, dlatego niektére przewidywania bywajg nieprecyzyjne (np. zbyt niskie
bariery rotacyjne, zbyt stabilne pieciocztonowe pierscienie i niedoktadna standardowa

entalpia tworzenia dla zwigzkéw chemicznych o duzej ilosci lokalizacji tadunku).
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a) b) c)

Rysunek 3. Zoptymalizowana struktura pochodnej a) antrapirazolu, b) eteru oksymu
izostewiolu c) tiosemikarbazonu izostewiolu (kolorem niebieskim oznaczone sg atomy wegla,
czerwonym — tlenu, granatowym — azotu, zéttym — siarki, biatym —wodoru [pret krétszy] oraz
chloru [pret dtuzszy]).

Obliczanie deskryptoréw molekularnych

Minimalny stan energetyczny kazdej z analizowanych czgsteczek uzyskano za pomoca
optymalizacji geometrii zgodnie z powyziszym opisem, a nastepnie zbadano parametry
geometryczne za pomocg oprogramowania DRAGON 7.0 (Talete, Milano, Italy). Aby otrzymac
rownanie QSAR, cechy fizykochemiczne czgsteczki muszg zosta¢ sprowadzone do formy
liczbowej. W tym celu wykorzystuje sie funkcje opisujgce rdozne wtasciwosci czgsteczek, tzw.
deskryptory. Obliczane w oparciu o tréojwymiarowy model czgsteczki deskryptory molekularne
opisujg nie tylko obecnos¢ okreslonych atomdw, grup funkcyjnych, fragmentdw czasteczek
i ich liczbe, ale takze sg to indeksy topologiczne i geometryczne charakteryzujgce dwu- oraz
tréjwymiarowa strukture czgsteczki. Program Dragon umozliwia wygenerowanie dla kazdej
badanej czgsteczki najbardziej zrdinicowang game ponad 5 000 deskryptorow
(konstytucyjnych 0D, strukturalnych 1D, topologicznych 2D i geometrycznych 3D, nalezgcych
do 30 blokéw logicznych). Wsrdd obliczanych funkcji znalazty sie wskazniki lekopodobnosci
zgodne z ,zasadg pieciu” Lipinskiego (RO5, ang. rule of five), aby umozliwi¢ wyselekcjonowanie
odpowiednich czasteczek do przeszukiwania baz danych i/lub projektowania bibliotek

kombinatorycznych. Deskryptory molekularne obliczane za pomocg programu Dragon sg
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szeroko wykorzystywane do opracowywania modeli QSAR stuzgcych do przewidywania
wiasciwosci  fizykochemicznych, farmakologicznych, czy toksykologicznych. Przed
przystgpieniem do analizy statystycznej wykluczono deskryptory o wartosciach statych
i zblizonych do statych, odchyleniu standardowym mniejszym niz 0,0001, wysoce

skorelowanych i z co najmniej jedng brakujgca wartoscia.

Zastosowane algorytmy uczenia maszynowego

Istnieje szeroki wachlarz nowoczesnych, elastycznych algorytméw, dajacych dobre
predykcje nawet w przypadku skomplikowanych zaleznosci, jednakze wcigz w bardzo duzej
ilosci prac naukowych prezentowane sg wyniki analiz QSAR z wykorzystaniem wielokrotne;j
regresji liniowej (MLR, ang. multiple linear regression). MLR jest jedng z pierwszych technik
statystycznych wykorzystywanych do konstruowania modeli QSAR (tradycyjne metody QSAR).
Ze wzgledu na ztozone zestawy danych wejsciowych oraz skomplikowane zaleznosci (zmienna
zalezna nie zalezy od predyktoréow w sposdb prosty albo przynajmniej monotoniczny), w
prowadzonych przeze mnie badaniach do rozwigzania postawionych probleméw regresyjnych
wykorzystatem nowoczesne algorytmy obliczeniowe, ktdre oferujg najbardziej efektywne
dopasowanie modelu do danych empirycznych, a co z tym zwigzane najwyiszg moc
predykcyjng. Do przeprowadzenia analizy statystycznej zastosowatem oprogramowanie
Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, California, USA).

W badaniach zastosowatem wielozmienng regresje adaptacyjng z wykorzystaniem
funkcji sklejanych (MARS, ang. Multivariate Adaptive Regression Splines) (P1 i P2). Jest to
algorytm zaproponowany przez Friedmana w 1991 roku, predysponowany do rozwigzywania
wielowymiarowych problemoéw regresyjnych i klasyfikacyjnych, elastyczny i dajacy doktadne
predykcje nawet w przypadku skomplikowanych zaleznosci. W 1993 roku Veaux i in.
zasugerowali, ze algorytm ten mozina stosowaé w podobnych przypadkach jak sieci
neuronowe. Jest to procedura nieparametryczna, nie wymagajgca zatozen dotyczacych
funkcyjnej zaleznosci miedzy zmiennymi zaleznymi a niezaleznymi, dlatego model
generowany jest jako zestaw wspodtczynnikdw oraz funkcji bazowych wytgcznie na podstawie
analizowanych danych.

Do tworzenia modeli matematycznych wykorzystatem takze sztuczne sieci neuronowe

(ANNs, ang. Artificial Neural Networks), (P3, P4, P5), dla ktdrych inspiracjg s biologiczne
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systemy nerwowe. Zastosowano je po raz pierwszy w analizach QSAR na poczatku lat 70-tych
XX wieku. Obecnie zainteresowanie sieciami neuronowymi stale rosnie i mozna je wykorzystac
do rozwigzania kazdego rozwigzywalnego zadania w matematyce obliczeniowej, w tym tzw.
zagadnien niepoprawnie postawionych, ktére pojawiajg sie w bezwzglednej wiekszosci analiz
QSAR. Sie¢ neuronowa podczas procesu uczenia odnajduje nieliniowy model analizowanego
systemu bez potrzeby podawania jakichkolwiek zatozen dotyczgcych jego ksztattu.
Obliczeniowo ANN mozna zobrazowac jako wiele potgczonych neurondéw utozonych w
warstwy (wejsciowa, ukryta i wyjsciowq). Z biologicznego punktu widzenia impuls nerwowy
przemieszcza sie z neuronu do neuronu. Podobnie w sztucznej sieci neuronowej neurony
tworzg strukture jednokierunkowa. Kazdy neuron oblicza wazong sume swoich wejs¢,
nastepnie modyfikuje j3g za pomoca funkcji przejscia, tzw. funkcji aktywacji i generuje
numeryczne dane wyjsciowe.

W analizach regresji wykorzystatem takze algorytm las losowy (ang. Random Forest)
oraz wzmacniane drzewa regresyjne (ang. Boosted Trees) (P3). Algorytm las losowy zostat po
raz pierwszy zaproponowany przez Briemana i jest oparty na zespole drzew decyzyjnych. Do
stosowania w analizach ilosciowe] zaleznosci struktura molekularna versus aktywnos¢
biologiczna zostat wprowadzony w 2003 roku przez Svetnika i wsp. Pod wzgledem
obliczeniowym kazde drzewo regresji jest tworzone z wylosowanego ze zwracaniem
podzbioru z dostepnego zbioru uczgcego, a nastepnie losowana jest okreslona liczba
zmiennych objasniajgcych i znajdowany jest najlepszy podziat w kazdym wezle drzewa. Liczba
zmiennych do wyprdébowania w kazdym wezle jest gtéwnym parametrem regulujgcym.
Uczenie nalezy zakonczy¢, gdy liczba drzew osiggnie ustalone maksimum lub btad w prébie
testowej przestanie male¢. Prognoza jest osiggana poprzez agregacje (zwyktg wiekszoscia
gtoséw lub usrednieniem) prognoz zespotu drzew. Las losowy to narzedzie przystosowane do
analiz QSAR, ze wzgledu na wbudowang ocene zdolnosci predykcyjnej oraz wzglednej
waznosci deskryptoréw. Algorytm wzmacnianych drzew rozwinat sie w wyniku zastosowania
metod wzmacniania do drzew regresyjnych i stanowi ciekawe wyzwanie w kontekscie selekc;ji
i predykcji modeli. W poréwnaniu do lasu losowego, technika wzmacniania umozliwia wybér
najlepszego modelu ze zbioru wiarygodnych modeli dopasowanych do danych lub $redniej
wszystkich modeli wazonych na podstawie pewnej miary obliczania mocy predykcyjnej.
Dziatanie algorytmu opiera sie na tworzenie ciggu bardzo prostych drzew, z ktdérych kazde

kolejne jest utworzone do przewidywania reszt generowanych przez poprzednie. Wzmacniane
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drzewa nie tylko zachowujg pozytywne wtasnosci drzew regresyjnych, ale wyrdznia je wyzsza

moc predykcyjna oraz fatwiejsza interpretacja uzyskanych wynikow.

Dokowanie molekularne

W prowadzonych badaniach zastosowatem réwniez dokowanie molekularne (P4 i P5).
Jest to metoda stuzgca do predykcji preferowanej pozycji oraz konformacji ligandu po
zwigzaniu w miejscu wigzgcym receptora, a takze do interpretacji wystepujacych oddziatywan
oraz oceny sity wigzania utworzonego kompleksu. Jest to najpopularniejsza metoda
stosowana w projektowaniu lekéw opartym na strukturze. Badana czgsteczka jest okreslana
jako ligand, poniewaz oddziatuje z miejscem aktywnym biatka tworzac stabilny kompleks. Aby
rozpoczgé symulacje nalezy poznad strukture receptora, ktérym w prowadzonych badaniach
byt aktywowany czynnik krzepniecia X (tworzgcy kompleks z apiksabanem; PDB ID: 2P16), a
jego strukture otrzymang na drodze krystalografii rentgenowskiej pobrano z biblioteki biatek

RCSB Protein Data Bank w formacie PDB (Rysunek 4.).

/  Human Factor Xa
protein

Rysunek 4: Struktura biatka czynnika Xa w kompleksie z apiksabanem zaczerpnieta z RCSB
Protein Data Bank (P4 i P5).

Biatko zostato przygotowane w celu wuzdatnienia miejsca wigzania przy uzyciu
oprogramowania AutoDock Vina (The Center for Computational Structural Biology, La Jolla,
Kalifornia, USA). W tym celu usunieto czgsteczki wody, niepozadane reszty oraz inhibitor
zwigzany z biatkiem (apiksaban), a takze dodano tadunki czgstkowe do poszczegdinych

aminokwaséw metodg Kollmanna i Gasteigera. Struktura biatka aktywowanego czynnika
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krzepniecia X przygotowanego do interakcji z badanymi czgsteczkami z zaznaczonym
miejscem wigzgcym jest przedstawiona na Rysunku 5. Przygotowanie ligandéw obejmowato
43 eterowe pochodne oksymu estru etylowego izostewiolu (P4) oraz 23 N-podstawione
pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P5), w tym nowo zaprojektowane
zwigzki o najbardziej obiecujgcej aktywnosci hamujacej FXa przewidywanej przez opracowane
modele QSAR, a takzie znane inhibitory FXa, a mianowicie apiksaban, edoksaban oraz
rywaroksaban, ktore zapisane zostaty w formacie pliku PDB przy uzyciu programu BIOVIA

Discovery Studio 2021 Client (Discngine S.A.S., Paryz, Francja).

ACTIVE SITE

Rysunek 5: Przygotowana do symulacji dokowania struktura biatka czynnika Xa
(przedstawiona w kompleksie z apiksabanem, P4 i P5).

Miejsce wigzace biatka zostato zidentyfikowane na podstawie pozycji inhibitora FXa -
apiksabanu, a jego wymiary ustalono za pomocg Discovery Studio 2021 Client. Strukture biatka
i badanych ligandéw uprzednio zoptymalizowanych geometrycznie wprowadzono do
oprogramowania PyRx (SourceForge, San Diego, CA, USA). Miejsce wigzace biatka zaznaczono
prostopadtoscianem (ang. grid box) o wymiarach 25 x 25 x 25 A i jego potozenie w przestrzeni
zaznaczono w uktadzie kartezjanskim (wspotrzedne: X =9,54,Y =43,27 iZ =63,47). Symulacje
dokowania molekularnego przeprowadzono przy uzyciu programu Autodock Vina, w ktérym
zaréwno algorytm jak i funkcja oceniajgca s domysine. Wybrana zostata doktadnos¢ funkcji
oceniajgcej poprzez okreslenie parametru ,exhaustiveness” (wartos¢ 8) oraz liczbe
otrzymanych sposobow wigzania (moddéw) przez okreslenie parametru ,num_modes arg”

(wartosé 9). Proces zostat uruchomiony i wszystkie ligandy zostaty zadokowane, kazdy dajgc
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dziewie¢ moddéw z odpowiednimi wynikami dokowania (Docking Scores) okreslonymi jako
wolna energia wigzania inhibitor-enzym wyrazona w jednostkach kcal/mol. Interakcje
dokowania wszystkich czgsteczek z biatkiem zostaty zwizualizowane jako obrazy 2D i 3D przy

uzyciu Discovery Studio 2021 Client.

Przewidywanie aktywnosci farmakologicznej pochodnych antrapirazolu
i izostewiolu

Analizie QSAR poddano 73 pochodne antrapirazolu (P1) oraz 20 N-podstawionych

pochodnych tiosemikarbazonu izostewiolu (P2) (Rysunek 6.).
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Rysunek 6. Struktura badanych pochodnych a) antrapirazolu b) tiosemikarbazonu izostewiolu
(struktury poszczegdlnych analogéw opisane w P1i P2).

Do opracowania procedury modelowania QSAR wybratem wspomniang powyzej grupe
pochodnych antrapirazolu, ktérej liczebno$¢ umozliwita stworzenie procedury do
zastosowania w kolejnych badaniach. Do rozwigzania postawionego problemu regresyjnego
wykorzystatem algorytm wielozmienne] regresji adaptacyjnej z wykorzystaniem funkgji
sklejanych (MARSplines). Opracowana procedura modelowania obejmuje: stworzenie i
wizualizacje przestrzenng badanych czgsteczek, optymalizacje geometryczng, obliczanie
deskryptoréw molekularnych oraz analize regresji zgodnie z metodologig opisang powyzej.
Rezultatem prowadzonych badan jest stworzenie dwéch modeli matematycznych stuzgcych
przewidywaniu aktywnosci przeciwnowotworowej dla pochodnych antrapirazolu (P1) oraz
aktywnosci hamujacej wobec aktywnego czynnika krzepniecia X dla N-podstawionych

pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P2).
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Za pomocg algorytmu MARS dla kazdego zestawu zwigzkéw utworzonych zostato kilka
submodeli QSAR, a pdZniejsza analiza obliczonych podstawowych parametréw walidacyjnych
(R?, Q?, MAE) doprowadzita do wyboru najbardziej efektywnego, ktdry najlepiej opisuje
ilosciowg zalezno$¢ struktura-aktywnosé i moze by¢ wykorzystany do przewidywania
aktywnosci farmakologicznej. Model opracowany dla pochodnych antrapirazolu zawiera
rzedng poczatkowa oraz sume wazong o$miu pojedynczych funkcji bazowych, dwunastu
funkcji, ktore sg interakcjami drugiego rzedu wartosci deskryptoréw molekularnych oraz
dwdéch funkcji, ktore sg interakcjami trzeciego rzedu. Z kolei model uzyskany dla pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu zawiera rzedng poczatkowg oraz sume wazong szesciu
pojedynczych funkcji bazowych (réwnania modeli dostepne w P1 i P2). Wartosci plCso
(pICsoprea) Obliczone przez opracowany model porownano z danymi eksperymentalnymi
(pICspexp) Na wykresach rozrzutu, ktére wskazujg na zalezno$¢ dodatnig o mocnej sile

(Rysunek 7.).
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Rysunek 7: Wykresy rozrzutu prezentujgce korelacje miedzy aktywnoscig wyznaczong za
pomocg modelu obliczong i otrzymang eksperymentalnie dla a) pochodnych antrapirazolu,
b) pochodnych tiosemikarbazonu izostewiolu.

Wysoka moc predykcyjng uzyskanych modeli potwierdzitem na podstawie przeprowadzonej

walidacji (Tabela 1.).
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Tabela 1. Wartosci otrzymanych parametréw walidacyjnych dla modeli predykcyjnych MARS.

Wartosc
Kryteria .
Znaczenie
Parametr Pochodne Pochodne
akceptacji
antrapirazolu ISV
, miara zmiennosci danych
21 _ _E0obs~Yead® .
R =1 YYobs—Y training)? ) 0,9617 0,9985 . obserwowanych i przewidywanych
QZ(OrQEOO) =1- R2 sprawdzony pod katem walidacji
Z(yabs(training)_Ypred(training))z b) 0'9016 0'7922 z 0’5 wewnetrznej
Z(yubs(training)_y(truining))z
mierzy korelacje miedzy
Yobs(test)y=Ypre es2 i H H
le _ 1_2( bs(test)~Vpred(e :))Z 0,9119 0,9874 20,5 obserwowanymi i przewidywanymi
Z(yabs(test)_y(traim‘ng)) .
danymi zestawu testowego
prawie rowne lub zblizone wartosci
) Q%ry) i Q%r1) wskazuja, ze Srednia ze
2 Y(Yobs(test)y=Y pred(test))
Q2 =1- Y v 2 0,90163 0,7927 20,5 zbioru uczacego jest zblizona do
Z( obs(test) (test))
$redniej ze zbioru testowego.
2 [E(Yobsceesty=Y predeest)*]/Meest jest to miara przewidywalnosci modelu
=1- = 0,7959 0,9706 20,5
QF3 [Z(Yohs(train) _Y(train))z]/ntruin ! ! !
mierzy zaréwno precyzje, jak i
doktadnos¢, wykrywajac odpowiednio
odlegtos¢  obserwacji  od linii
dopasowania i stopiert odchylenia linii
25 (=% ) (i=F . i )
CCC = — P,{l(xnx)(y 7y) 9 0,949 0,9635 ~1 regresji od linii przechodzacej przez
Y (=x)%+ XL, -y )+n(x-y) i
poczatek  uktadu  wspodtrzednych.
Kazde odchylenie linii regresji od linii
zgodnosci daje wartos¢ CCC mniejszg
niz 1.
JR— 2 2
12, = (1) ooy A =|rk — 1'%,
gdzier?, = r? x (1 - ,rz - rﬁ)
[ Ar2< 0,2 C .
72, = 2 x (1 — |2 —r%) 0,0173 0,0196 odzwierciedlajg ogdlna
pod . .
przewidywalnos¢ modelu dla catego
Parametry r2 i 13 s kresl oraz oraz i
o 3 okreslone warunkiem, t d h
teouiaco: 0,9181 0,9216 _ zestawu danyc
nastepujaco: ter2, 0,5

Z(YDbs_kxypred)Z
Z(yobs_?nbs)z
2 Z(ypred —k'x Yabs)2

ro=1- — 3

Z(ypred - Ypred)

r2=1- and
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Parametry k i k' s3 okreSlone

nastepujaco:
_ Z(yobsxypred) r__ Z(Yobsxypred)

b S W 072K S(Vons)?
ocenia model przy uzyciu

PRESS = Y(Yops — Ypmd)z 4 0,3446 0,8154 przewidywanej  resztkowej sumy
kwadratéw

SDEP = ’pmzss o 0,1252 0,2020 obliczene na podstawie PRESS

n
wskaznik btedéw w kontekscie badan
Z|Yn7bs_ red|
MAE = %ﬂ 0,0772 0,1017 modelowania predykcyjnego
a) wspolczynnik determinacji

b) wspotczynnik walidacji krzyzowej

c) wspotczynnik korelacji zgodnosci (CCC, ang. Concordance Correlation Coefficient)
d) przewidywana resztowa suma kwadratow (PRESS, ang. the predicted residual sum of squares)
e) odchylenie standardowe btedu prognozy (SDEP, ang. standard deviation of error of prediction)

f) sredni btad bezwzgledny (MAE, ang. Mean Absolute Error)

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie obliczone parametry spetniajg kryteria akceptacji, co oznacza,
ze modele moga zosta¢c wdroione, czyli zastosowane podczas poszukiwania nowych
pochodnych antrapirazolu o potencjale przeciwnowotworowym oraz odpowiednio nowych
pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu o aktywnosci hamujacej wobec
FXa. Model opracowany dla pochodnych antrapirazolu wyjasnia ponad 96% zmiennosSci
badanej aktywnosci przeciwnowotworowej, a model opracowany dla pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu wyjasnia ponad 99% zmiennosci badanej aktywnosci
przeciwzakrzepowej. Model opracowany przeze mnie metoda MARS zostat zastosowany do
przewidywania aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych antrapirazolu, dla ktérych
nie zostata ona dotychczas wyznaczona eksperymentalnie (P1 — supplementary materials).

Opracowane modele wskazujg, ktére wtasciwosci molekularne w najwiekszym stopniu
wptywajg na aktywnos¢ biologiczng badanych pochodnych. Wsréd zmiennych niezaleznych
pojawiajgcych sie w statystycznie istotnych modelach MARS mozna wyrdznié deskryptory
nalezgce nastepujacych blokow: 2D Atom Pairs, 2D autocorrelations, 3D-MoRSE (ang.
Molecular Representation of Structures based on Electron diffraction), GETAWAY (ang.
Geometry, Topology and Atom-Weights Assembly), burden eigenvalues, RDF (ang. Radial
Distribution Function) oraz WHIM (ang. Weighted Holistic Invariant Molecular descriptors).
Wiekszos¢ istotnych deskryptoréw obecnych w modelach QSAR opisuje tréjwymiarowe
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wiasciwosci geometryczne czasteczki. Opis desktyptoréow wchodzacych w sktad modeli oraz

ich wktad wyrazony jako liczba pojawienia sie kazdego indeksu w danym modelu znajdujg sie

w Tabeli 2.

Tabela 2. Wybrane deskryptory i liczba ich wystepowania w funkcjach bazowych modeli MARS

(P1i P2).
Pochodne antrapirazolu Pochodne tiosemikarbazonu izostewiolu
2 2
g9 s 8
R < N >
¥ & = ¥ & 2
. : P E: - : P E:
(=} L) < (=] k) <
o ot s =) o Ry ot 4 (=] o
E £ = 5 ¥: B £ = E £z
S g 2 2 28 2 5 = E 28
A > 2 i) A > 3 o
= g4 = g4
8 & S &
— —
sygnat 05 obecnosé/nieobecnos¢ C-CI - 2D Atom
Mor05s sygnat 05/ 3D-MoRSE 3D 9 BO1[C-CI] /ni S ; 1
wazony stanem | w odlegtosci topologicznej 1 Pairs
sygnat 19/ wazon kierunkowy wskaznik WHIM
Moriom '8 v 3D-MoRSE 3D 6  E2m dostepnosci drugiego WHIM 3D 1
masowo ;
komponentu /wazony masg
autokorelacja Morana kierunkowy wskaznik WHIM
MATS8e opoznlem.a 8 wa’zo.na 2D . 2D 4 L3v wielkosci trzecne.go WHIM 3D 1
elektroujemnoscia autocorrelations komponentu /wazony
Sandersona objetoscig van der Waalsa
H autokorelacja wazona
lek j Sci t Z D-MoRSE
Hle elektroujemnoscia e Ay 3D 3 Mor0si sygnat 06/wazony — 3D-MORSE
Sandersona dla opdznienia potencjatem jonizacji descriptors
réownego 1
Wysrodkowana
autokorelacja Broto- 2D funkcja rozktadu radialnego-
ATSC7v Moreau wazona objetoscig . 2D 2 RDF0O70i 070/wazona potencjatem RDF 3D 1
autocorrelations S
van der Waalsa dla jonizacji
opdznienia réwnego 7
wysrodkowana
autokorelacja Broto- autokorelacja wazona
M 7 2D kazniki t dl
ATSCle oreau wazona 2D 2 HATS7s \VSRAMMEMWPYWU SR geraway 3D 1
elektroujemnoscia autocorrelations opoznienia réwnego 7 /
Sandersona dla opéznienia wagowanego stanem |
rownego 1
SpMax8._ najwieksza Yvartosc wiasna Burden
n. 8 macierzy Burden . 2D 2
Bh(s) . . eigenvalues
wazonej stanem |
sygnat 21/wazony
. o 3D-MoRSE
Mor2le elektroujemnoscia ° 2

descriptors
Sandersona P
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sygnat 13/wazony przez 3D-MoRSE

Mor13s .
stan | descriptors

3D 2

R autokorelacja wazona
jaws GETAWAY
R5p polaryzowalnoscia dla . 3D 2
PR descriptors
opdznienia réwnego 5

wysrodkowana
ATSCis autokorel.aqa Broto- 2D . 2D 1
Moreau wazona stanem | autocorrelations
dla opdznienia réwnego 1
wysrodkowana
ATSCSs autokorelacja Broto- 2D 2D 1

Moreau wazona stanem | autocorrelations
dla opdznienia rownego 8

funkcja rozktadu
radialnego-135/wazona
elektroujemnoscia
Sandersona

RDF135e RDF descriptors 3D 1

autokorelacja wazona
wskaznikiem wptywu dla GETAWAY
opdznienia rownego 5 / descriptors
wagowanego stanem |

HATS5s 3D 1

Badania prowadzone na przestrzeni lat nad pochodnymi antrapirazolu ukazuja, ze
zmiany strukturalne w podstawowym faiicuchu bocznym przy N-2 oraz przy C-5, C-7 moga
mie¢ znaczacy wptyw na ich aktywnos$é cytotoksyczng, a takie na zdolnos¢ do inhibicji
topoizomerazy Il. W analizie ilosciowych zaleznosci struktura-aktywnos¢ pochodnych
antrapirazolu deskryptory reprezentujgce tréjwymiarowgq strukture majg najwiekszy udziat w
modelu QSAR (P1). Na pierwszy plan wysuwajg sie deskryptory 3D-MoRSE, ktéorych wartosci
sg bardzo wrazliwe na wszelkie zmiany konformacyjne w czgsteczce oraz indeksy GETAWAY
kodujace informacje o wptywie, jaki kazdy z atomdédw ma na ostateczny ksztatt catej czgsteczki.
Uzyskane rezultaty wskazujg, Ze najwieksze znaczenie dla aktywnosci
przeciwnowotworowej pochodnych antrapirazolu maja parametry oparte na geometrii
molekularnej i wiasciwosciach fizykochemicznych, odzwierciedlajgce topologie molekularng
oraz rozktad odlegtosci miedzy atomami. W zwigzku z tym mozna postulowad, ze roznice w
aktywnosci przeciwnowotworowej badanych pochodnych antrapirazolu sg wynikiem zmian
odlegtosci miedzyatomowych lub wprowadzenia nowych atoméw w tancuchach bocznych
przy N-2, C-5 oraz C-7 (P1). Mozliwych jest wiele potencjalnych kombinacji zréznicowanych
podstawnikdw przy atomach N-2 i C-5 w pierscieniu antrapirazolu, dlatego dalsze badania tej

grupy zwigzkdw majg swoje uzasadnienie. Zastosowana w modelowaniu semiempiryczna
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metoda AM1 do optymalizacji geometrii, proces generowania deskryptoréow oraz uzyskanie
regresji za pomoca algorytmu MARS nie wymagaja zaawansowanego i kosztownego sprzetu
komputerowego, jak réwniez duzego nakfadu czasu. Argumenty te przemawiaja za
rutynowym stosowaniem opracowanej procedury modelowania molekularnego w
poszukiwaniu lekéw przeciwnowotworowych opartych na strukturze antrapirazolu (P1).
Uniwersalnos$¢ opracowanej procedury pozwala na jej zastosowanie do poszukiwania lekow
rowniez o innej strukturze oraz aktywnosci farmakologiczne;.

Opracowana przeze mnie procedura modelowania molekularnego zostafa
zastosowana takze do wyprowadzenia ilosciowych zaleznosci struktura-aktywnos¢ dla N-
podstawionych pochodnych estru etylowego tiosemikarbazonu izostewiolu (P2). Model QSAR
dla pochodnych ISV wskazuje, ze z punktu widzenia struktury chemicznej najwieksze
znaczenie dla badanej aktywnos$ci majg: obecnos¢ atomoéw chloru (BO1[C-Cl]), rGwnomierny
rozklad masy atomowej (E2m), objetos¢ molekularna (L3v), tréjwymiarowy rozkiad
molekularnego potencjatu jonizacji (Mor06i i RDF070i) oraz wewnetrzne witasciwosci
czgsteczki (HATS7s). Piec z sze$ciu deskryptorow to deskryptory geometryczne ujmujace
iloSciowo tréjwymiarowe aspekty struktury molekularnej. Pomimo niewielkiego zbioru
badanych zwigzkdéw, zostata uzyskana wysoka wartosé aplikacyjna otrzymanego modelu,
potwierdzona przez obszerny protokdt walidacyjny (P2). Poniewaz sygnalizacja FXa-PAR jest
potencjalnym celem terapeutycznym w celu poprawy uposledzonego metabolizmu
i insulinoopornosci w otytosci, model predykcyjny moze stanowi¢ cenne narzedzie
w poszukiwaniu nowych aktywnych analogdéw izostewiolu.

Najwazniejsze wyniki opisane w P1 oraz P2 zostaty rowniez przedstawione w formie
streszczenia pod tytutem “MARSplines approach for quantitative relationships between
structure and pharmacological activity of potential drug candidates”
(DOI:10.3390/ECMC2022-13170) zaprezentowanego na konferencji miedzynarodowej The
8th International Electronic Conference on Medicinal Chemistry "Small molecules as drug
candidates" (ECMC 2022), 2022, 01-11-2022 - 30-11-2022, Online, Szwajcaria).
Udowodnitem, ze opracowana procedura modelowania molekularnego wykorzystujgca do
rozwigzania problemu regresyjnego nowoczesny algorytm uczenia maszynowego
MARSplines moze stanowic¢ integralng cze$¢ procesu projektowania lekdw opartego na

wiedzy strukturalnej.
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Zastosowanie wybranych algorytméw uczenia maszynowego

Do rozwigzania ztozonych problemoéw regresyjnych dla badanych zaleznosci struktura-
aktywnos¢ pochodnych antrapirazolu przeprowadzitem analize statystyczng uwzgledniajaca
cztery nowoczesne algorytmy uczenia maszynowego, takie jak wspomniana technika MARS a
takze ANNs, losowy las oraz wzmacniane drzewa regresyjne (P3). Nastepnie dokonatem
ewaluacji mocy predykcyjnej modeli ze wskazaniem najbardziej efektywnego algorytmu,
najlepiej przystosowanego do postawionego problemu. W analizach wykorzystana zostafa ta
sama grupa 73 pochodnych antrapirazolu oraz opisana powyzej metodologia modelowania
molekularnego. Jednakze w etapie poprzedzajgcym analize regresji zastosowatem proces
preselekcji najbardziej istotnych 15 deskryptoréw (zmiennych niezaleznych), aby podnie$é
wartos¢ prognostyczng modelu i wskazaé najistotniejsze wtasciwosci molekularne wptywajace
na aktywnos¢ farmakologiczng analizowanych zwigzkéw. Wyselekcjonowane deskryptory
nalezaty do nastepujacych blokdw: 2D autocorrelations, 3D atom pairs, 2D atom pairs, 2D
matrix-based descriptors, ETA indices, GETAWAY descriptors, Atom type E-state indices oraz
Walk and path counts. 87% z nich zawiera informacje topologiczne, a pozostate deskryptory
opisujg geometryczng, tréjwymiarowg strukture czasteczki. Dla poréwnania w pracy P1
deskryptory geometryczne miaty udziat w modelu MARS rzedu 68%. Dla kazdego z algorytméw
po przeprowadzeniu treningu dokonywatem ewaluacji otrzymanego modelu. Jezeli wynik nie
byt zadowalajgcy, przed przystgpieniem do uczenia z wykorzystaniem kolejnego algorytmu,
dokonywatem zmian w obrebie ustawionych pierwotnie wartosci hiperparametréw
i powtdrnie trenowatem model. Podejscie zaowocowato powstaniem portfolio submodeli dla
kazdego z algorytmow, z ktérego wybratem model pozwalajgcy uzyskaé najbardziej
zadowalajgce efekty. Wartosci zoptymalizowanych hiperparametréw, czyli zmiennych
przekazywanych do funkcji inicjalizujgcej model zostaty przedstawione w Tabeli 3. Mocne oraz
stabe strony zastosowanych algorytméw oraz pierwotnie ustawione hiperparemetry sg

opisane w P3.

27



Tabela 3. Zoptymalizowane hiperparametry zastosowanych algorytméw

ANN MARSplines Las losowy Wzmacniane drzewa
® Sposdb tworzenia * Wspdtczynnik uczenia: 0,1;
e Liczba predyktorow: 4;

modeli: Automatyczne e Liczba drzew: 44;
e Liczba funkcji bazowych: o Liczba drzew: 100;

poszukiwanie sieci; * Wartos¢ poczatkowa
13; e Minimalna liczno$¢: 5;

e Typ sieci: MLP; generatora liczb los.: 1;
e Rzad interakcji: 3; o Maksymalna liczba

e Liczba neuronéw ¢ Minimalna licznos¢: 5;
e Kara: 2; poziomoéw: 10;

ukrytych: 7; ¢ Maksymalna liczba
e Prog: 0,0005; e Minimalna liczno$¢ )

e Funkcja aktywacji — poziomow: 10;
e Usuwaj nieistotne potomka: 5;

Neurony ukryte: Tanh; * Minimalne n potomka: 1;
funkcje bazowe: tak. o Maksymalna liczba .

e Funkcjaaktywacji — * Maksymalna liczba

weztéw: 100; i
Neurony wyjsciowe: weztow:3;

Logistyczna;

Obliczone metryki walidacyjne dla modeli otrzymanych za pomocg kazdego
z zastosowanych algorytmdéw pozwolity na ocene ich przydatnosci w rozwigzaniu zatozonego
problemu regresyjnego. Kluczowe do dokonania oceny parametry walidacyjne zostaty

przedstawione w Tabeli 4.

Tabela 4. Wartosci wskaznikéw walidacji obliczonych dla kazdego algorytmu.

ANN MARS Losowy Wzmacniane
Algorytm
las drzewa
Parametr Wartos¢
R2=1-— _E(Yobs—Yea)® a) 0,8836 0,1429 0,1877 0,8296
E(Yobs_ytraining)z
2 2 _ 2(Yobs(training)_Ypred(trainirl.g))2 b)
Q*(orQroo) =1— - o 0,9258 0,5986  0,1975 0,9769
Z(yobs(training)_Y(training))
PRESS = ¥.(Ypps — Yprea)?© 1,3270 9,7732  9,2623 1,9429
_ Zlyobs_ypred|
MAE = =220 "predlq) 0,0911 0,2779 0,2844 0,1060
n
a) wspolczynnik determinacji
b) wspotczynnik walidacji krzyzowej
c) przewidywana resztowa suma kwadratéw (PRESS, ang. the predicted residual sum of squares)

d) Sredni btad bezwzgledny (MAE, ang. Mean Absolute Error)
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Analiza parametréw walidacyjnych oraz wykresdw rozrzutu (Rysunek 8.) jednoznacznie
wskazuje, ze wiarygodno$¢ i trafnos¢ przewidywania opracowanych modeli
z wykorzystaniem algorytméw ANN i wzmacnianych drzew regresyjnych zostaty
potwierdzone. Dla modelu uzyskanego z uzyciem algorytmu sztuczne sieci neuronowe
otrzymano najwyzszy wspotczynnik determinacji. Jako ,,miare sukcesu” wytrenowanych
modeli regresyjnych przyjeto sredni btagd bezwzgledny (Mean Absolute Error, MAE), ktérego
wartos¢ jest najnizsza rowniez dla modelu ANN. Model ANN najdoktadniej odzwierciedla
zaleznos¢ pomiedzy przewidywang aktywnoscig przeciwnowotworowg na podstawie
deskryptoréw molekularnych a aktywnoscig wyznaczong in vitro, dlatego zostat wybrany do
ustalenia i wyjasnienia zwigzku miedzy strukturg molekularng a aktywnoscia
przeciwnowotworowg pochodnych antrapirazolu w ramach rozwazan teoretycznych (P3).
W przypadku ograniczenia ilosci zmiennych niezaleznych w wyniku przeprowadzonej
preselekcji algorytm MARS oraz las losowy okazaty sie nieodpowiednie do rozwigzania tak
postawionego problemu. Algorytmy te sprawdzajg sie lepiej w przypadku wiekszego zestawu

zmiennych, tak jak w przypadkach opisanych w P1i P2.
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Rysunek 8. Wykresy warto$ci obserwowanych wzgledem przewidywanych przed model: a)
ANN, b) MARS, c) losowy las i d) wzmacniane drzewa regresyjne.

Sie¢ neuronowa MLP 15-7-1, wybrana do celéw predykcyjnych, ma postaé perceptronu
wielowarstwowego (Multilayer Perceptron, MLP) i sktada sie z jednej warstwy wejsciowej (15
neurondéw), jednej warstwy ukrytej (7 neurondéw) oraz jednej warstwy wyjsciowej (1 neuron).
Do aktywacji neurondw w warstwie ukrytej zostata uzyta funkcji Tanh (tangens hiperboliczny),
a w warstwie wyjsciowej funkcji sigmoidalnej, zwanej tez logistyczng. Zastosowany algorytm
uczenia to BFGS (ang. Broyden-FletcherGoldfarb-Shanno) 102 (ang. Quasi-Newton). Btgd

Sredniokwadratowy (RMS, ang. Root Mean Square error) osiggnat najnizszg wartos¢ w
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odniesieniu do zestawu danych walidacyjnych w 17 cyklu uczenia. Przeprowadzona analiza
wrazliwosci wskazata, ktére zmienne majg najwieksze znaczenie dla aktywnosci
przeciwnowotworowej badanych pochodnych antrapirazolu (Tabela 5.). Wrazliwos¢ sieci jest
obliczana jako iloraz btedu stwierdzonego przy uruchomieniu sieci dla zbioru danych bez
jednej zmiennej i btedu wystepujgcego z kompletem zmiennych (btgd pierwotny). Im wiekszy
btad wystepuje po odrzuceniu danej zmiennej w stosunku do btedu pierwotnego, tym bardziej
sie jest wrazliwa na brak tej zmiennej. Wsrdd najwyzej ocenionych deskryptoréw wedtug
modelu ANN (iloraz btedu > 10) znalazty sie cztery indeksy nalezgce do 2D Autocorrelations,
dwa wskazniki reprezentujgce 2D Matrix-based descriptors oraz po jednym deskryptorze dla

kazdej z nastepujacych klas: 3D Atom pairs, 2D Atom pairs, oraz ETA indices.
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Tabela 5. Wyniki analizy wrazliwosci dla sieci neuronowej (MLP) 15-7-1 (P3).

lloraz btedu
Nazwa Definicja Blok Pozycja
MLP 15-7-1
ATSC8s wysrodkowana autokorelacja Broto-Moreau 2D autocorrelations 36,31362 1
wazona stanem | dla opdznienia réwnego 8
G(N..N) suma odlegtosci geometrycznych pomiedzy N..N 3D Atom Pairs 24,14980 2
T(N..N) suma odlegtosci topologicznych pomiedzy N..N 2D Atom Pairs 17,73548 3
ATS1s autokorelacja Broto-Moreau (funkcja 2D autocorrelations 16,71192 4
logarytmiczna) wazona stanem | dla opdznienia
réwnego 1
SM1_Dz(2) moment spektralny rzedu 1 z macierzy Barysza 2D matrix-based descriptors  13,66256 5
wazony liczbg atomowg
SM1_Dz(e) moment spektralny rzedu 1 z macierzy Barysza 2D matrix-based descriptors  13,50655 6
wazony elektroujemnoscig Sandersona
ATSC4de Wysrodkowana autokorelacja Broto-Moreau 2D autocorrelations 10,90670 7
wazona elektroujemnoscig Sandersona dla
opdznienia rownego 4
Eta_F indeks funkcjonalnosci eta ETA indices 10,56049 8
GATS3i autokorelacja Geary'ego wazona potencjatem 2D autocorrelations 10,37957 9
jonizacji dla opdznienia réwnego 3
SpAbs_B(s) energia wykresu z macierzy Burden wazona 2D matrix-based descriptors ~ 8,413823 10
stanem |
R4m autokorelacja R / wazona masa dla opdznienia GETAWAY 8,403155 11
rownego 4
SaasN suma stanéw aasN E Atom-type E-state indices 3,339686 12
SM5_X moment spektralny rzedu 5 z macierzy chi 2D matrix-based descriptors  3,217437 13
SRW09 samopowracajacy licznik krokéw rzedu 9 Walk and path counts 1,479807 14
SRWO07 samopowracajacy licznik krokéw rzedu 7 Walk and path counts 1,280776 15
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Powyzsza strategia modelowania QSAR oparta na sztucznych sieciach neuronowych
faczy informacje o topologii i topografii czasteczek pochodnych antrapirazolu i moze by¢
wykorzystana do projektowania nowych analogéw o aktywnosci przeciwnowotworowej
(P3). Model ten pomaga w lepszym zrozumieniu interakcji miedzy antrapirazolami i ich celem
molekularnym. Moze on by¢ rozszerzony o badania uwzgledniajgce interakcje biatko-ligand.
Uczenie maszynowe jest nauka empiryczng i sprawnos¢ czy efektywnos¢ danego algorytmu
zalezy od danych wejsciowych. Dlatego zaprezentowane przeze mnie podejscie
wykorzystujace cztery réine algorytmy pozwala na dostosowanie analizy statystycznej do
wybranego zbioru czasteczek o okreslonej aktywnosci biologicznej. Gdy jeden z algorytméw
zawiedzie, badacz moze wybrac jeden z trzech pozostatych w ostatnim etapie modelowania,

€0 czyni opracowang przeze mnie procedure uniwersalna.

Projektowanie nowych pochodnych estru etylowego izostewiolu

Projektowanie molekularne nowych pochodnych estru etylowego izostewiolu zostato
oparte na potgczonej strategii analizy QSAR oraz dokowania molekularnego (P4 i P5). W
analizach wykorzystatem 17 eterowych pochodnych oksymu estru etylowego izostewiolu (P4)
oraz 20 N-podstawionych pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P5).
Analizy QSAR przebiegaty zgodnie z metodologig opisang powyzej, obejmujgc etap preselekcji
zmiennych niezaleznych oraz zastosowanie sztucznych sieci neuronowych jako algorytmu
przetwarzania koncowego, zgodnie z opublikowanymi wynikami (P3), wskazujgcymi
najbardziej efektywny algorytm uczenia maszynowego dla postawionego problemu
regresyjnego. Model QSAR umozliwit ustalenie zaleznosci miedzy deskryptorami
molekularnymi reprezentujacymi wtasciwosci czgsteczek a aktywnoscia hamujacg FXa.
Symulacje dokowania, przeprowadzong zgodnie z metodologia opisang powyzej,
zastosowatem w celu lepszego zrozumienia mechanizmu oddziatywan z receptorem oraz
zidentyfikowania kluczowych cech zwiekszajgcych powinowactwo wigzania ligand-receptor.
Informacje uzyskane dzieki zastosowaniu potaczonej strategii QSAR-dokowanie
molekularne postuzyty do racjonalnego zaprojektowania 26 nowych eterowych pochodnych
oksymu estru etylowego izostewiolu oraz 11 N-podstawionych pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu, dla ktéorych wyznaczytem przewidywang aktywnosé

hamujaca wobec aktywnego czynnika krzepniecia X.
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Nowe etery oksymu estru etylowego izostewiolu

Wdrozony przeze mnie model matematyczny ilustrujacy ilosciowe relacje struktura-
aktywnosc dla eteréw oksymu estru etylowego izostewiolu ma postac sieci neuronowej (MLP
5-8-1) i do jego wytrenowania wykorzystatem pie¢ indekséw molekularnych (P4). Trzy z pieciu
obecnych w nim deskryptoréw nalezg do deskryptoréw geometrycznych 3D, a pozostate dwa
sg deskryptorami topologicznymi 2D. Wskazuje to, ze opis dwu- i tréjwymiarowej struktury
molekularnej jest najwazniejszy dla aktywnosci przeciwzakrzepowej badanych zwigzkéw ISV
wyrazonej jako stata inhibicji (K;). Ponadto podnosi on wartos¢ aplikacyjng modelu, poniewaz
modelowana aktywnos¢ nie zalezy tylko od tréjwymiarowych witasciwosci czgsteczki. Analiza
regresji ANN i bedaca jej integralng czescig analiza wrazliwosci sieci wskazaty znaczenie
poszczegblnych deskryptoréw dla aktywnosci hamujacej FXa na podstawie najwyzszego

ilorazu btedéw (Tabela 6.).

Tabela 6. Wyniki analizy wrazliwosci dla modelu MLP 5-8-1.

lloraz btedu
Nazwa Definicja Blok Wymiarowos¢ Pozycja
) y MLP5-81 @ VY
GATS8p autokorelacja Geary'ego opoznienia8 ., o elations 20 16,75531 1
wazona polaryzowalnosciag
autokorelacja wazona wskaznikiem GETAWAY
HATS2i wptywu dla opdznienia réwnego 2 / descriotors 3D 14,49011 2
wagowanego potencjatem jonizacji P
RSe autokorelac!a R op’o?mema 5/wazona GETAWAY 3D 13,33332 3
elektroujemnoscia Sandersona descriptors
autokorelacja wazona wskaznikiem
HATS2e wptywu dla opéznienia rowneg’o'z/ GETAWAY 3D 8,866242 4
wagowanego elektroujemnoscig descriptors
Sandersona
spektralne srednie bezwzgledne .
2D- -
SpMAD_B(v) odchylenie od macierzy Burdena wazone matrix-based 2D 8,699860 5

S descript
objetoscig van der Waalsa escriptors

Rozwazania teoretyczne przedstawione w P4 dotyczace iloSciowych relacji struktura-
aktywnos¢ odnoszg sie gtdwnie do witasciwosci elektronowych, obecnosci rozgatezien
i pierscieni, obecnosci polaryzowalnych par atoméw, energii jonizacji i elektroujemnosci.

Wczesniejsze badania odnoszace sie do zsyntetyzowanych pochodnych ISV wskazujg, ze
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zestryfikowanie grupy karboksylowej i wprowadzenie ugrupowania eterooksymowego przy
grupie karbonylowej w czasteczce izostewiolu wzmacniajg aktywnos$¢ przeciwzakrzepowa.
Ponadto podstawniki takie jak: tiofen, 3-metylooksetan lub pentafluorobenzen mogga réwniez
wptywaé na wzrost aktywnosci. Zaprojektowany przeze mnie model ANN dat wglad
w aktywno$¢ hamujgca FXa zwigzkdéw ISV, podkreslajac role rozgatezien czasteczki, a takze
atomow elektroujemnych i polaryzowalnych oraz wskazujac mozliwe do zaprojektowania
podstawniki, co moze przyczyni¢ sie do powstania zwigzkdw o wysokiej aktywnosci
antykoagulacyjnej. Ponadto zgodnie z symulacjg dokowania przeprowadzong dla zwigzkéw
ISV z aktywnosciag hamujaca FXa zbadang eksperymentalnie moina przypuszczaé, ie
obecno$¢ atomu halogenu, zwtaszcza fluoru, moze zwieksza¢ powinowactwo wigzania
ligand-receptor. Przewidywana aktywnos¢ farmakologiczna zaprojektowanych w P4 nowych
pochodnych oraz wartosci energii swobodnej wigzania ligand-receptor przedstawione sg w

Tabeli 7.

Tabela 7. Wartosci przewidywanej aktywnosci hamujgcej FXa oraz energii swobodnych
wigzania komplekséw inhibitor-FXa dla nowo zaprojektowanych eteréw oksymu estru
etylowego izostewiolu (najbardziej aktywne zwigzki wedtug modelu QSAR potwierdzone
dokowaniem wyrdézniono kolorem niebieskim) (P4)

(.,
2,
2, N
— \
R
o—
My,

EtOOC
] Przewidywana Energia
Zoptymalizowana .. .
" ) aktywnos¢ hamujaca swobodna
Kod R geometrycznie struktura . .
wobec FXa: stata wiazania
przestrzenna**

inhibicji (Ki), [uM] *** (kcal/mol)

el 9,785990 -6,9

e2 1,118201 =7,7
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e3 0,645249 -8,0
ed 9,282278 -7,4
e5 3,984843 -7,2
eb6 6,454281 -7,1
e7 2,640193 -7,4
e8 1,421969 -7,4
e9 4,412301 -7,5
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el0 1,569841 -7,6
ell 1,133094 -7,3
el2 0,936761 -7,7
el3 0,372101 -7,7
eld 0,544725 -7,2

el6

0,947983

0,936441
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el8 0,650819 -7,4
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s N/
[ »
e25 “f \ /

[x

o ‘}’} Aoy '
‘?@t C‘}Z‘L\ 0,687738 -8,2

F ok

cl ¢
e26 2 ‘}%\
e

*podstawnik, ** kolorem niebieskim oznaczone sg atomy wegla, czerwonym — tlenu, granatowym —
azotu, z6ttym — siarki (kule wieksze) i fluoru (kule mniejsze), biatym — wodoru (kule mniejsze) oraz
chloru (kule wieksze), ***stezenie molowe

0,854700 -7,0

Dokowanie molekularne wykorzystatem do zbadania interakcji molekularnych
i powinowactwa badanych pochodnych izostewiolu oraz zarejestrowanych na rynku
inhibitoréw FXa (rywaroksaban, edoksaban, apiksaban) do biatka aktywowanego czynnika
krzepniecia X oraz do nadania priorytetéw dla zaprojektowanych zwigzkéw do dalszych ich
badan. Badany zbiér zaprojektowanych pochodnych wykazat wyniki zblizone do
zarejestrowanych na rynku farmaceutycznym doustnych bezposrednich antykoagulantéw
(P4). Wyniki symulacji dokowania pokazaty, ze wsrdéd zaprojektowanych pochodnych
strukturami o najlepszych zdolnosciach do wigzania wewnatrz miejsca aktywnego FXa sg
zwigzki oznaczone kodem el5 i e21 charakteryzujgce sie najnizszg wartoscig energii
swobodnej wigzania kompleksu inhibitor-enzym (AG), -8,3 kcal/mol, co jest zblizone do
edoksabanu (Tabela 7). Jednak powinowactwo tych zwigzkéw do receptora okazato sie nieco
stabsze niz apiksabanu i rywaroksabanu. Podobnie, dla pochodnych oznaczonych kodem e20,
e23, e24ie25 uzyskatem wyniki zblizone do zwigzkéw e15 i e21. Dla utworzonych komplekséw
ligand-receptor oddziatywania energetyczne uwzglednialy m.in. sity van der Waalsa,
oddziatywania  elektrostatyczne oraz  miedzyczgsteczckowe wigzania  wodorowe.
Zaprojektowane pochodne ISV o przewidywanej najwyzszej aktywnosci hamujgcej wobec FXa
wskazane w Tabeli 6. wykazujg podobne oddziatywanie z badanym biatkiem, w ktérym
potgczony region policykliczny czasteczki jest zaangazowany w interakcje molekularng
z aromatyczng kieszenig S4 receptora wytozong resztami Tyr99, Phel74 i Trp215,

a podstawnik R (Tabela 7.) zajmuje anionowg kieszen S1 wytozong resztami Asp189, Ser195
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i Tyr228 oraz kieszen S2. Uzyskane wartosci energii swobodnej wigzania kompleksu ligand-
receptor zblizone do zarejestrowanych inhibitorow aktywowanego czynnika krzepniecia X
wskazujg na wysokie prawdopodobiedstwo powstania stabilnych oddziatywan miedzy
zaprojektowanymi ligandami a biatkiem docelowym. Co wiecej, wykazatem réwniez
dodatkowe interakcje w poréwnaniu do kompleksu FXa-edoksaban (P4), ktére rdéwniez
przemawiajg za stabilno$cig powstatych komplekséw zaprojektowanych zwigzkéw z FXa.
Interakcje 3D i 2D najbardziej aktywnych zaprojektowanych pochodnych ISV oznaczonych
kodem €15 oraz e21 z FXa zaprezentowane sg na Rysunku 9. i Rysunku 10. Model wigzania
zwigzku e15 wskazuje unikalne oddziatywanie -0 miedzy resztg tryptofanu 215 i pier$cieniem
tiofenu, a takze grupa estrowa w kieszeni S1. Uwage zwraca rowniez interakcja tiofenu z Asp
191 w kieszeni S1, ktéra jest typowym oddziatywaniem dla znanych inhibitoréw FXa i sugeruje,
ze obecno$é pierscienia tiofenu moze poprawi¢ aktywno$é liganda. Z kolei Tyrozyna 99

réwniez wykazywata wigzanie 1-o z grupg alkilowa pierscienia policyklicznego (Rysunek 9.).

Interactions

[] van der waals I Amice-Pi Stacked
- Conven tional Hydrogen Bond |:| Alkyl

- Unfavorable Donor-Donor |:| Pi-alicyl

- Pi-sigma

Rysunek 9. Interakcje 3D i 2D zwigzku e15 z aktywowanym czynnikiem krzepniecia X (P4).

W przypadku czasteczki e21 zaobserwowatem interakcje grupy trifluorometylowej

z aminokwasami Ser214, Trp215, Cys191 i Ala190 w regionie S1 i S2 biatka (Rysunek 10.).
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Rysunek 10. Interakcje 3D i 2D zwigzku e21 z aktywowanym czynnikiem krzepniecia X (P4).

taczne zastosowanie obu metod modelowania utatwito projektowanie in silico nowych
pochodnych eteréw oksymu estru etylowego izostewiolu. Przeprowadzone analizy wskazuja,
ze najbardziej obiecujacymi inhibitorami FXa sg pochodne izostewiolu, zawierajace
pierscienie tiofenu, furanu i oksazolu lub uktad skondensowanych pierscieni tiofenu
i pirazolu z podstawnikiem elektronoakceptorowym, np. chlor, fluor lub podstawnik
trifluorometylowy (P4). Informacje te mogg okaza¢ sie byé pomocne we wczesnym
opracowywaniu lekédw przeciwzakrzepowych. Opracowana metoda moze by¢ szeroko
stosowana przy projektowaniu nowych inhibitoréw aktywowanego czynnika krzepniecia X.
Zaprojektowane analogi mogg by¢ zsyntetyzowane oraz przebadane in vitro, co zweryfikuje
ich rzeczywistg aktywnos¢ i bedzie stanowi¢ podstawe do dalszych badan dazacych do
uzyskania nowych inhibitorow FXa. Na podstawie aktywnosci przewidywanej przez model
QSAR, potwierdzonej symulacja dokowania zdecydowatem sie na wskazanie szesciu
zaprojektowanych eterowych pochodnych oksymu estru etylowego izostewiolu jako
potencjalnych czasteczek wiodacych (P4), dla ktorych w kolejnym etapie badan w ramach
planowanej wspoétpracy naukowej z inng jednostkg planuje przeprowadzenie symulacji
dynamiki molekularnej w celu potwierdzenia stabilnosci otrzymanych kompleksow ligand-
receptor, nastepnie synteze zwigzkow o potwierdzonej stabilnosci oraz ocene aktywnosci

przeciwzakrzepowej in vitro.
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Nowe N-podstawione pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu

W modelowaniu molekularnym N-podstawionych pochodnych tiosemikarbazonu estru

etylowego izostewiolu, w petni opisanym w opublikowanej pracy P5, opracowany model

regresji nie tylko dobrze odzwierciedla zaleznosci pomiedzy wyznaczong eksperymentalnie

aktywnoscig hamujgca FXa a deskryptorami molekularnymi, ale zostat takze wykorzystany do

przewidywania tej aktywnosci dla nowych, zaprojektowanych N-podstawionych pochodnych

tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (Tabela 8.).

Tabela 8. Przewidywana aktywnos$¢ hamujgca FXa zaprojektowanych N-podstawionych
pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (trzy najbardziej aktywne zwigzki
wedtug modelu QSAR wyrdznione kolorem niebieskim) (P5).

EtooC

///,,,, s
N
lu'lIu,, H N —— R
H

Kod R*

Zoptymalizowana geometrycznie

struktura przestrzenna**

Przewidywana
aktywnos¢
hamujaca
wobec FXa:

plCso, [M]™™

Przewidywana
aktywnos¢

hamujaca

wobec FXa:

ICso, [MM]™™"

AN D

4,288

51,577
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el0 6,383 0,415

4,268 53,996

§
ell //\)O h<

* podstawnik, ** kolorem niebieskim oznaczone s3 atomy wegla, czerwonym — tlenu, granatowym —
azotu, z6ttym — siarki (kule wieksze) i fluoru (kule mniejsze), biatym — wodoru (kule mniejsze) oraz
chloru (kule wieksze), ***stezenie molowe

Predykcyjny model QSAR wyselekcjonowatem sposrdd okoto dwustu wytrenowanych
sieci neuronowych. Wybrana sie¢ to system potaczonych ze sobg neuronéw utozonych w
trzech warstwach. Warstwa wejsciowa skfada sie z 20 neurondéw, z ktorych kazdy przyjmuje
jeden z deskryptoréw do dalszego przetwarzania. Warstwa posrednia (ukryta) jest kluczowym
elementem zaprojektowanej sieci, sktadajgcym sie z jedenastu neurondéw i przetwarzajagcym
dane poprzez zastosowanie funkcji sigmoidalnej. Przechwytuje ona i odtwarza niezwykle
ztozone relacje wejscia-wyjscia. Ostatnig warstwag sieci jest warstwa wyjsciowa, ktéra sktada
sie z jednego neuronu i generuje koricowy wynik, wyrazony jako warto$é¢ plCso. Jak
przedstawiono na Rysunku 11. przewidywane wartosci plCso s3 w dobrej zgodnosci z
wartosciami eksperymentalnymi, co wskazuje na istotng korelacje miedzy wybranymi

deskryptorami a aktywnoscig hamujgca FXa.

7,0
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Predicted pICs;

Rysunek 11. Graficzna prezentacja analizy regresji: zestaw treningowy R=0,976; zestaw
testowy R=0,959 i zestaw walidacyjny R=0,994 (P5).
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Opracowany model QSAR zawiera deskryptory molekularne 0D, 2D | 3D, dlatego
kompleksowo odzwierciedla wtasciwosci molekularne badanych pochodnych ISV. Warto
podkresli¢, ze wykorzystanie roznych deskryptoréow zawierajacych informacje o catej
strukturze molekularnej zapewnia modele o lepszej predykcji w poréwnaniu do
zawierajacych tylko indeksy zwigzane z okreslonymi cechami czgsteczki (P5). Sposréd 20
deskryptorow witgczonych do modelu ANN (MLP 20-11-1), 60% to deskryptory topologiczne
2D, 25% opisuje tréjwymiarowa strukture molekularng, a pozostate 15% nalezy do
deskryptorow konstytucyjnych. W ustalaniu waznosci predyktorow w analizie wrazliwosci
postuzytem sie wielkoscig ilorazu btedow wiekszego niz 2 i w ten sposdb wyrdznionych zostato
sze$¢ najbardziej znaczacych deskryptoréow nalezgcych do nastepujacych blokéw: 2D Atom
Pairs, GETAWAY descriptors, Burden eigenvalues, Constitutional indices and P_VSA-like
descriptors. Analiza QSAR wskazuje, ze dla aktywnosci hamujacej wobec FXa pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu najwieksze znaczenie ma obecnos¢ atomu chloru w réznych
pozycjach pierécienia benzenowego, potozenie kaidego z atoméw w tréjwymiarowej
przestrzeni molekularnej, polaryzowalnosci czasteczki oraz obecnos¢ atoméw o wysokiej
hydrofobowosci (P5).

Symulacja dokowania zostata przeprowadzona dla 23 pochodnych tiosemikarbazonu
izostewiolu (20 z eskperymentalnie zbadana aktywnoscig oraz 3 zaprojektowane in silico
pochodne z najwyzszg przewidywang aktywnoscig na podstawie modelu QSAR). Miarg
stabilnosci powstatych komplekséw receptora biatkowego i ligandu jest energia swobodna
wigzania inhibitor-enzym, ktdrej najnizszg wartosé, tj. -9,3 kcal/mol uzyskano dla kompleksu
receptor-zwigzek o kodzie i23 (Tabela 9.), co jest wynikiem korzystniejszym od edoksabanu (-
8,7 kcal/mol) i bardzo zblizonym do rywaroksabanu (-9.4 kcal/mol) oraz apiksabanu (-10,3
kcal/mol). Wysokie powinowactwo do miejsca aktywnego enzymu oraz niskg wartos$¢ energii
swobodnej kompleksu inhibitor-enzym (-9.2 kcal/mol) potwierdzitem takze dla pochodnej
oznaczonej kodem i20. Natomiast dla pochodnych oznaczonych kodem i32, i33 i i34
otrzymatem ten sam wynik dokowania wynoszacy -9,0 kcal/mol, co jest wartoscig zblizong do
znanych inhibitoréw jak rywaroksaban oraz edoksaban. Wykazatem, ze nowo
zaprojektowane pochodne tiosemikarbazonu izostewiolu, o potencjalnej aktywnosci wobec
FXa przewidywanej przez model QSAR, moga tworzy¢ z aktywowanym czynnikiem
krzepniecia X kompleksy, ktorych wartos¢ energii swobodnej wigzania jest zblizona do

znanego inhibiotra edoksabanu (P5).
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Tabela 9. Wartosci energii swobodnych wigzania komplekséw inhibitor-FXa dla N-
podstawionych pochodnych tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu oraz
zarejstrowanych na rynku inhibitorow (zwigzki o najwiekszym powinowactwie do receptora
wyrozniono kolorem niebieskim) (P5).
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Interakcje inhibitor-enzym dla wszystkich utworzonych najkorzystniejszych energetycznie
komplekséw obejmujg odziatywania van der Waalsa, oddziatywania elektrostatyczne, a takze
miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe. Pofgczony region policykliczny zadokowanych
pochodnych ISV zajmuje kieszen S4 z resztami Tyr99, Phel74, Lys96 i Glu97. Z kolei pierscien
aromatyczny tworzy wigzania van der Waalsa, konwencjonalne wigzania wodorowe oraz
wigzania m-alkil i T -amid z aminokwasami w kieszeni S1. Interakcje 2D oraz 3D dla pochodnej
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oznaczonej kodem i23 (najnizsza wartosc energii swobodnej) oraz apiksabanu przedstawione

sg na Rysunkach 12 13.

Gy VAL LA.sD 6L
A‘ng'; A226 A213 - A7
s
A96
Interactions
|:| wan der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Amide Pi Stacked
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

[ isfogen (Fucrine)

Rysunek 12. Interakcje 3D i 2D zwigzku i23 z aktywowanym czynnikiem krzepniecia X (P5).

W przypadku apiksabanu widoczna jest unikalna interakcja donor-donor grupy -NH pierscienia

benzopirazolowego z Glu192 w dolnej czesci wneki S1.

Lvs
A6

A97
ILE
- 227
s
THR T
A:98 A:215 A:191
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A:213 A:190

Interactions
[] vander waals I Pi-Pistacked
I conventional Hydrogen Bond I PieiTshaped
:' Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
[ unfavorable Donor-Donor [ Akyl
[] Pisulfur [ pi-akyl

Rysunek 13. Interakcje 3D i 2D apiksabanu z aktywowanym czynnikiem krzepniecia X (P5)
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W przytoczonym powyzej badaniu szczegétowo opisanym w P5 opracowany model
regresji ustala zaleznosci miedzy eksperymentalnie okreslong aktywnoscig biologiczng a
deskryptorami molekularnymi, ponadto symulacja dokowania wskazuje mozliwe sposoby
wigzania oraz powinowactwo do aktywowanego czynnika krzepniecia X. Informacje uzyskane
z modelowania molekularnego wykorzystatem do zaprojektowania nowych pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu o dziataniu antykoagulacyjnym. Otrzymane wyniki wskazuja,
Ze nowe zaprojektowane N-podstawione pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego
izostewiolu z podstawnikiem 3-chloro-4-fluorofenylowym, 3-fluoro-4-chlorofenylowym lub
4-(oksazol-5-ilo)fenylowym moga by¢ obiecujgcymi inhibitorami aktywowanego czynnika
krzepniecia X. Dla wskazanych na podstawie badania opisanego w P5 pochodnych
tiosemikarbazonu izostewiolu (el, e4, el0) réwniez, w kolejnym etapie badan, planuje
przeprowadzenie symulacji dynamiki molekularnej, synteze oraz ocene aktywnosci

przeciwzakrzepowej in vitro.

Podsumowanie

Przytoczone wyniki z pieciu prac dostarczajg waznych informacji wspomagajacych
poszukiwanie nowych substancji o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym, tj. zwigzkéw o
dziataniu przeciwnowotworowym — pochodne antrapirazolu (P1 i P3) oraz zwigzkéw o
dziataniu przeciwzakrzepowym - etery oksymu estru etylowego izostewiolu (P4) oraz N-
podstawione pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu (P2 i P5).
Zaprezentowane metody modelowania molekularnego mogg zostaé zastosowane w
poszukiwaniu potencjalnie aktywnych zwigzkdw bazujgcych na innej strukturze chemicznej
oraz innym miejscu docelowym. Nie tylko uniwersalno$¢ zaprezentowanych procedur, ale
takze ich ekonomicznos¢ oraz relatywnie krétki czas operacyjny przemawiajg za ich
rutynowym zastosowaniem w procesie projektowania lekéw opartym na wiedzy strukturalnej.
Prowadzone badania przyczynity sie do lepszego poznania mechanizmu dziatania pochodnych
antrapirazolu (P1) oraz izostewiolu (P2). Wskazaty takze korzysci ze stosowania nowoczesnych
algorytmow uczenia maszynowego o wysokiej, potwierdzonej w analizach mocy predykcyjne;j,
takich jak wielozmienna regresja adaptacyjna z wykorzystaniem funkcji sklejanych (P1 i P2),
drzewa wzmacniane i losowy las (P3), a takze sztuczne sieci neuronowe (P3, P4 i P5) w

badaniach QSAR okreslajgcych cechy ligandéw wywierajgce najistotniejszy wptyw na ich
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aktywnos¢. Kwintesencjg prowadzonych badan byto wykorzystanie analiz QSAR oraz
dokowania molekularnego w racjonalnym projektowaniu nowych eterowych pochodnych
oksymu izostewiolu (P4) oraz nowych pochodnych tiosemikarbazonu izostewiolu (P5) o
potencjalnej aktywnosci przeciwzakrzepowej. Z zaprojektowanych prawie czterdziestu
nowych  pochodnych izostewiolu, na podstawie przewidywanej aktywnosci
przeciwzakrzepowej oraz energii swobodnej wigzania kompleksu ligand-receptor, wytonitem
dziewie¢ potencjalnych zwigzkéw wiodgcych (P4 i P5), dla ktérych w przysztosci planuje
przeprowadzenie symulacji dynamiki molekularnej, synteze oraz ocene aktywnosci
przeciwzakrzepowej in vitro. Wsréd eterowych pochodnych oksymu izostewiolu najbardziej
obiecujgcymi inhibitorami FXa sg te zawierajace pierscienie tiofenowe, furanowe i oksazolowe
lub  uktad skondensowanych pierscieni tiofenu i pirazolu z podstawnikiem
elektronoakceptorowym (np. chlor, fluor, podstawnik trifluorometylowy) (P4). Natomiast N-
podstawione pochodne tiosemikarbazonu estru etylowego izostewiolu z podstawnikiem 3-
chloro-4-fluorofenylowym, 3-fluoro-4-chlorofenylowym lub 4-(oksazol-5-ilo)fenylowym moga

by¢ potencjalnymi inhibitorami tego enzymu (P5).
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cig naukowgq albo artystycznag
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczego6lnoS$ci zagraniczne;j.

Modelowanie molekularne pochodnych izostewiolu

W latach 2022-2023 wspotpracowatem z Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty
of Pharmacy, Nitte College of Pharmaceutical Sciences, Yelahanka, Bengaluru, Karnataka, Indie, w
zakresie dokowania molekularnego pochodnych izostewiolu do aktywowanego czynnika krzepniecia X.
Przeprowadzone w ramach wspodtpracy analizy dokowania umozliwity wybranie, sposrdd grupy prawie
czterdziestu zaprojektowanych nowych pochodnych izostewiolu, dziewieciu kandydatow do testéw in
vitro. Wspbétpraca jest potwierdzona dwoma opublikowanymi artykutami oryginalnymi wchodzgcymi
w sktad prezentowanych powyzej osiggnie¢ naukowych (P4 i P5).

Poza prezentowanymi powyzej osiggnieciami naukowymi, moja aktywnos¢ naukowa obejmuje
rowniez nastepujgce obszary:

Pacjenci geriatryczni: farmakoterapia, hospitalizacja, opieka geriatryczna, stres oksydacyijny,
niedozywienie.

W latach 2015 — 2017 wspétpracowatem z Regionalng Siecig Uniwersytetu Trzeciego Wieku
Wyiszej Szkoty Gospodarki w Bydgoszczy udzielajgc wyktadéw popularnonaukowych dla senioréw z
wojewoddztwa kujawsko — pomorskiego — stuchaczy Uniwersytetu Trzeciego wieku (UTW). Wyktady pt.
yInterakcje, suplementy diety i tansze odpowiedniki, czyli jak odnalezé sie w aptece" oraz ,Jak dziataja
leki? Kontynuowac czy przerwac farmakoterapie?” wygtositem w dwdch cyklach spotkan w takich
miejscowosciach jak: Golub Dobrzyn, Dobrcz, Wiecbork, Ztotniki Kujawskie, Kowalewo Pomorskie,
Czernikowo, Karolewo, Brzoza, Kcynia, Lubiewo, Koronowo, Sicienko, Gniewkowo, Osielsko, Pakos¢,
Chetmza czy Solec Kujawski. Wyktady miaty na celu przyblizenie seniorom specyfiki farmakoterapii
0sOb starszych, ryzyka wystepowania interakcji przyjmowanych lekéw i suplementéw diety,
koniecznosci przestrzegania zalecen medycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem systematycznego
przyjmowania lekéw (ang. compliance), réznic miedzy lekiem oryginalnym a generycznym oraz praw
pacjenta w aptece.

Od 2017 roku wspétpracuje z Katedra Geriatrii Collegium Medicum im. L. Rydygiera w
Bydgoszczy UMK. W latach 2017-2019 owocami wspétpracy byt cykl artykutdw przeglagdowych
opublikowanych w czasopismach Gerontologia Polska oraz Geriatria obejmujacych praktyczne
zagadnienia profilaktyki przeciwptytkowej, farmakoterapii nadcisnienia tetniczego, farmakoterapii
bezsennosci oraz antybiotykoterapii (w tym leczenia infekcji Helicobacter pylori) u pacjentéw w wieku
65 lat i powyzej (7 artykutdéw). Jestem takze wspoétautorem dwoéch rozdziatéw bedacych czescig
"Encyclopedia of Biomedical Gerontology”, 2020, Cambridge, Massachusetts, Elsevier, 1640 s., ISBN
978-0-12-816075-6 powstatych rdwniez we wspdtpracy z Katedrg Geriatrii. Pierwszy z nich opisuje
starzenie sie szpiku kostnego, nieuchronno$¢ starzenia nawet hematopoetycznych komodrek
macierzystych i progenitorowych — ,Aging of bone marrow” [Kedziora-Kornatowska Kornelia, Madra-
Gackowska Katarzyna, Gackowski Marcin : Aging of bone marrow, W: Encyclopedia of Biomedical
Gerontology / Rattan S. (red.), 2020, Cambridge, Massachusetts, Elsevier, s.132-137, ISBN 978-0-12-
816075-6], z kolei drugi opisuje niedokrwisto$¢ u osdb starszych, ktéra stanowi istotng i jedng z
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najczestszych chordb ukfadu krwiotwdérczego — ,,Anemia” [Kedziora-Kornatowska Kornelia, Madra-
Gackowska Katarzyna, Gackowski Marcin : Anemia, W: Encyclopedia of Biomedical Gerontology /
Rattan S. (red.), 2020, Cambridge, Massachusetts, Elsevier, s.22-28, ISBN 978-0-12-816075-6].

Ponadto bratem udziat w badaniu pt. ,, Zastosowanie wybranych parametréw biochemicznych
w ocenie stanu odzywienia pacjentdw geriatrycznych oraz zapadalnosci na wybrane jednostki
chorobowe”, w ktérym uczestniczyli réwniez pracownicy Katedry Biologii i Biochemii Medycznej
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy UMK (wspétpraca miedzywydziatowa w ramach
UMK). Owocem wspodtpracy jest opublikowany w tym roku artykut oryginalny pt. “Evaluation of
selected parameters of oxidative stress and adipokine levels in hospitalized older patients with diverse
nutritional status” [Madra-Gackowska K., Szewczyk-Golec K., Gackowski M., Wozniak A., Kedziora-
Kornatowska K., Antioxidants, 2023: Vol. 12, nr 3, s. 1-17, 140 punktéw MEIN, IF(7,0)]. Celem
przeprowadzonego badania przekrojowego byta identyfikacja parametréow stresu oksydacyjnego i
adipokin, ktére mogg by¢ potencjalnymi biomarkerami niedozywienia u hospitalizowanych starszych
pacjentdw. Wybrane parametry zostaty oznaczone u 137 pacjentéw w podesztym wieku, biorgc pod
uwage ich stan odzywienia. W badaniu zaobserwowaliémy, ze oznaczanie poziomu leptyny, rezystyny,
oksydowanych lipoprotein matej gestosci oraz aktywnosci peroksydazy glutationowej moze stanowic
wartosciowe uzupetnienie prowadzonej na oddziatach geriatrycznych rutynowej oceny stanu
odzywienia u seniordow, w celu wczesnej identyfikacji ryzyka niedozywienia oraz wdrozenia
spersonalizowanej terapii zywieniowej.

W terminie 01 — 31.07.2022 r. odbytem staz naukowy w Zaktadzie Podstaw Pielegniarstwa,
bedacy czescig Katedry Rozwoju Pielegniarstwa, Wydziat Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego
w_Lublinie. Opiekunem stazu byt dr hab. n. o zdr. Mariusz Wysokinski, prof. Uczelni. Tematyka
realizowanych badan dotyczyta wielowymiarowej, interprofesjonalnej opieki geriatrycznej z
uwzglednieniem wielochorobowosci i polifarmakoterapii geriatrycznej. Farmakoterapia pacjentéw
geriatrycznych wymaga szczegdlnej uwagi ze wzgledu na zdrowie fizyczne starszych pacjentéw
(powszechna wielochorobowos¢) oraz specyfike wieku podesztego z charakterystycznymi tzw. wielkimi
zespotami geriatrycznymi (np. upadki i zaburzenia rGwnowagi, zaburzenia otepienne, zespdt stabosci).
Jako farmaceuta nieprzerwanie od 2011 r. wykonujacy swdéj zawdd w aptece ogdlnodostepnej
jestem sSwiadomy, ze zaburzenia funkcji poznawczych i choroby psychiczne mogg utrudniac lub
uniemozliwia¢ wtasciwe przyjmowanie lekdéw, a trudna sytuacja socjoekonomiczna pacjenta moze
stanowic przeszkode w ich wykupowaniu. W przypadku senioréw wazna jest rola farmaceuty z uwagi
potrzebe zestawienia wszystkich preparatow, ktére z rdinych powoddw stosuje pacjent, czyli
wykonanie tzw. przegladu lekowego, w celu identyfikacji oraz rozwigzaniu probleméw lekowych, w
tym potencjalnych interakcji. Przeglad lekowy przeprowadzany przez farmaceute uwzglednia leki
zaordynowane w opiece specjalistycznej, przepisywane przez lekarza podstawowej opieki zdrowotnej
oraz preparaty stosowane w samoleczeniu (leki bez recepty, preparaty ziotowe, suplementy diety).
Obecnos¢ farmaceuty jest réwniez istotna w aspekcie opieki lekarskiej i pielegniarskiej, poniewaz w
przypadku wielu stosowanych w praktyce klinicznej lekdw nalezy dostosowa¢ dawke do czynnosci
nerek pacjenta, czy przeanalizowaé potencjalne interakcje z lekami dotychczas stosowanymi przez
chorego.

Analiza chemometryczna

W latach 2020-2021 wspotpracowatem z Katedrg Biofarmacji i Farmakodynamiki Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w zakresie analizy statystycznej zwigzanej z klasyfikacjg lekow
przeciwnowotworowych z zastosowaniem analizy = chemometrycznej na podstawie
chromatograficznych danych retencji. Wspotpraca jest potwierdzona opublikowanym artykutem
oryginalnym pt: ,Pharmacological classification of anticancer drugs applying chromatographic
retention data and chemometric analysis” [Gackowski M.*, Koba M., Pluskota R., Daghir-Wojtkowiak
E., Szatkowska-Wandas P., Kruszewski S., Chemical Papers, Slovenska Akademia Vied - Chemicky Ustav,
vol. 70, 2021, s. 265-278, 40 punktéw MEIN, IF(2,146)]. Opublikowane wyniki wskazujg, ze lipofilowos¢
jest jednym z kluczowych parametréw charakteryzujgcych uzytecznos$¢ potencjalnych aktywnych
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zwigzkéw chemicznych, co potwierdza aktualny stan wiedzy w dziedzinie projektowania lekéw. Co
wiecej, zastosowanie analizy gtéwnych sktadowych moze skutecznie umozliwié klasyfikacje zwigzkéw
chemicznych na podstawie danych obliczeniowych, nie tylko ze wzgledu na strukture przestrzenna, ale
takze ze wzgledu na mechanizm dziatania i potencjalne zastosowanie terapeutyczne. Metoda ta jest
poréwnywana z analizg QSAR, ktéra daje korzystne wyniki w projektowaniu nowych lekdéw i jest
pomocna w badaniu strategii przewidywania ich aktywnosci.

W latach 2017-2018 wspodtpracowatem z Katedrg i Zaktadem Chemii Farmaceutycznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w zakresie analizy chemometrycznej zwigzkéw o
zrdéznicowanej aktywnosci farmakologicznej. Wspdtpraca jest potwierdzona opublikowanym
artykutem oryginalnym: Stasiak J., Koba M.*, Gackowski M., Bgczek T.: Chemometric analysis for the
classification of some groups of drugs with divergent pharmacological activity on the basis of some
chromatographic and molecular modeling parameters, Combinatorial Chemistry & High Throughput
Screening, vol. 21, nr 2, 2018, s. 125-137, 25 punktéw MEIN, IF(1,503). W badaniu tym zastosowalismy
metody chemometryczne, takie jak analiza korelacji, analiza skupien, analiza gtéwnych sktadowych i
analiza czynnikowa w celu zmniejszenia liczby parametrow chromatograficznych (logk/logkw) i réznych
(np. OD, 1D, 2D, 3D) deskryptorow molekularnych dla lekéw reprezentujacych trzy réine grupy
terapeutyczne: 12 lekéw przeciwbélowych, 11 lekéw sercowo-naczyniowych i 36 "innych" zwigzkdéw,
oraz w celu wybrania najwazniejszych z nich. Zaproponowana strategia QSAR wykorzystujgca
zredukowang liczbe parametrow moze by¢ uzytecznym punktem wyjscia do dalszych analiz
statystycznych, a takze wsparciem przy projektowaniu nowych lekdw i przewidywaniu ich mozliwej
aktywnosci.

Poszukiwanie biomarkeréw biochemicznych o mozliwym znaczeniu diagnostycznym choréb
neurodegeneracyjnych, autoimmunologicznych oraz nowotworéw

W latach 2019 — 2021 wspotpraca z Katedrg Geriatrii Collegium Medicum im. L. Rydygiera w
Bydgoszczy UMK zostata rozszerzona o wspdtprace z Katedrg Biofarmacji i Farmakodynamiki
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w zakresie analizy statystycznej prowadzonej w celu
przedstawienia wynikdw badania profilowania aminokwaséw u pacjentéw z fagodnymi zaburzeniami
poznawczymi oraz demencjg. Wyniku podjetej wspotpracy opublikowany zostat artykut oryginalny pt.:
»Amino acid levels as potential biomarker of elderly patients with dementia” [Socha E., KosliAski P.,
Koba M.*, Madra-Gackowska K., Kedziora-Kornatowska K., Gackowski M., Daghir-Wojtkowiak E., Brain
Sciences, Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI), vol. 10, nr 12, 2020, 914, 1-16, 100
punktéw MEIN, IF(3,394)]. Zespdt badawczy miat za zadanie ocene profili aminokwaséw u pacjentéw
bedacych w poczgtkowych stadiach demencji w celu lepszego zrozumienia ztozonej i wieloczynnikowej
patogenezy zaburzen neurodegeneracyjnych. 123 uczestnikdéw badania podzielono na dwie grupy:
zdrowe osoby starsze i pacjentow z tagodng lub umiarkowang demencja. Wyniki wskazuja, ze poziomy
trzech aminokwaséw w surowicy byty znaczaco zmienione u pacjentéw z demencjg w stosunku do oséb
pozbawionych zaburzen poznawczych. Zaobserwowane rdzinice u pacjentéw z demencjg w
porownaniu z grupg kontrolng dotyczyty seryny, argininy i izoleucyny (wszystkie byty istotnie
statystycznie). Uzyskane wyniki sugerujg, ze metabolizm niektorych aminokwaséw moze sie byc
zmieniony u pacjentow z demencja.

Wynikiem wspodtpracy jest takie opublikowany artykut oryginalny pt.: ,Serum amino acid
profiles in patients with mild cognitive impairment and in patients with mild dementia or moderate
dementia: [Socha E., Koslinski P., Koba M.*, Madra-Gackowska K., Gackowski M., Kedziora-
Kornatowska K., Daghir-Wojtkowiak E., Amino Acids, vol. 53, nr 1, 2021, s. 97-109, 100 punktéw MEiN,
IF(3,789)]. Badanie miato na celu ustalenie czy poziomy aminokwaséw w surowicy zmieniajg sie wraz
z uposledzeniem funkcji poznawczych oraz zidentyfikowanie domniemanych biomarkeréow stuzgcych
wczesnemu diagnozowaniu choréb neurodegeneracyjnych. Poziomy 16 aminokwaséw w surowicy
zostaty okreslone w 3 grupach pacjentéw - 22 z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi, 45 z tagodng
demencjg i 28 z umiarkowang demencjg - za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detekcjg fluorescencyjng. Wyniki badania wskazujg, ze poziom argininy moze mie¢ potencjalng
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wartosé diagnostyczng, dlatego profilowanie aminokwaséw moze byé pomocne w poszukiwaniu
biomarkerdow chordéb neurodegeneracyjnych, w tym demencji.

Wspdtpraca nawigzana ze wspomnianymi wyzej jednostkami naukowymi zaowocowata
réowniez artykutem oryginalnym pt.:,Comparison of pteridine normalization methods in urine for
detection of bladder cancer” [KoSlinski P.*, Pluskota R., Madra-Gackowska K., Gackowski M.,
Markuszewski M., Kedziora-Kornatowska K., Koba M,, Diagnostics, vol. 10, nr 9, 2020, 612, 1-15, , 70
punktéw MEIN, IF(3,706)]. W badaniu tym ocenilismy przydatnos¢ zwigzkédw pterynowych w
diagnostyce nowotwordw pecherza moczowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli kreatyniny i
ciezaru wtasciwego moczu jako czynnikdéw normalizujgcych stezenie zwigzkéw pterynowych w moczu.
Sposrdéd zwigzkédw wehodzgcych w sktad profilu pterynowego, izoksantopteryna moze by¢ potencjalnie
wykorzystana jako biomarker nowotwordw uktadu moczowego, jednak wykorzystanie zagregowanych
danych (standaryzowanych na ciezar wtasciwy moczu i kreatynine) pozwala na lepszg klasyfikacje
pacjentdw jako zdrowych lub cierpigcych na nowotwér pecherza moczowego. Wartos¢ diagnostyczna
uzyskanych wynikbw wymaga dalszego potwierdzenia, dlatego zespdét badawczy planuje
przeprowadzenie dalszych badan na wiekszych prébach zarowno pacjentdw z nowotworem pecherza
moczowego, jak i grup kontrolnych, aby ocenié potencjalng wartos¢ diagnostyczng pteryn w kontekscie
nowotworu pecherza moczowego.

W latach 2020- 2022 wspodtpracowatem z Klinikg Neurologiczng 10. Wojskowego Szpitala
Klinicznego z Poliklinikg w Bydgoszczy oraz Niepublicznym Zaktadem Opieki Zdrowotnej "SANITAS"
LEKARZE SPECJALISCI w Bydgoszczy, w ramach prowadzonych dwéch badan dotyczacych profilowania
aminokwasow u pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym oraz miastenig w celu potraktowania poziomu
aminokwasow jako potencjalnych biomarkeréw wspomnianych jednostek chorobowych. Wspoétpraca
jest potwierdzona dwoma opublikowanymi artykutami oryginalnymi, w ktérych bytem autorem
korespondencyjnym: Koslinski P., Rzepinski t., Koba M., Gackowski M.*, Maciejek Z.: Amino acids
levels as a potential biomarker in myasthenia gravis, Folia Neuropathologica, vol. 60, nr 1, 2022, s. 122-
127, 70 punktéw MEIN, IF(2) oraz Rzepinski t., Koslinski P., Gackowski M.*, Koba M., Maciejek Z.:
Amino acid levels as potential biomarkers of multiple sclerosis in elderly patients: preliminary report,
Journal of Clinical Neurology, vol. 18, nr 5, 2022, s. 529-534, 70 punktéw MEIN, IF(3,1).
Przeprowadzone badania pilotazowe wskazujg, ze metabolizm niektérych aminokwaséw jest
zmieniony u pacjentéw chorobami neurodegeneracyjnymi, jak miastenia, czy wtdrnie postepujaca
postac¢ stwardnienia rozsianego. W zwigzku z tym, profilowanie aminokwaséw moze byé pomocne w
poszukiwaniu biomarkeréw chorob osrodkowego ukfadu nerwowego. Planowane jest
przeprowadzenie dodatkowych badan na wiekszej grupie ochotnikow.

Stres oksydacyjny w chorobach metabolicznych

W latach 2016-2017 bratem udziat w opracowaniu i przeprowadzeniu randomizowanego, z
podwadjnie Slepg probg i kontrolowanego placebo badania prowadzonego w grupach réwnolegtych,
wspotpracujgc z Katedrag Biologii i Biochemii Medycznej Collegium Medicum im. L. Rydygiera w
Bydgoszczy UMK oraz z Wojewddzkim Szpitalem Obserwacyjno-Zakaznym im. Tadeusza Browicza w
Bydgoszczy. Wspodtpraca jest potwierdzona opublikowanym artykutem oryginalnym pt.” Melatonin
supplementation lowers oxidative stress and regulates adipokines in obese patients on a calorie-
restricted diet” [Szewczyk-Golec K.*, Rajewski P., Gackowski M., Mila-Kierzenkowska C., Wesotowski
R., Sutkowy P., Pawtowska M., Wozniak A., Oxidat. Med. Cell. Long. 2017: Vol. 2017, s. 1-10. 30
punktéow MEIN, 1F(4.936)]. Celem badania byto oszacowanie wptywu suplementacji melatoning na
stres oksydacyjny i poziom adipokin u otytych pacjentow na diecie o obnizonej kalorycznosci.
Trzydziestu otytych pacjentéw otrzymywato dzienng dawke 10 mg melatoniny (n = 15) lub placebo (n
= 15) przez 30 dni wraz z dietg o obnizonej kalorycznosci. Poziom melatoniny, 4-hydroksynonenalu
(HNE), adiponektyny, omentyny-1, leptyny i rezystyny w surowicy, jak rowniez krwinkowe stezenie
dialdehydu malonowego (MDA) oraz aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydaza
glutationowej (GPx) mierzyliSmy na poczatku badania i po suplementacji. Znaczgce zmniejszenie masy
ciata zaobserwowalismy tylko w grupie przyjmujgcej melatonine. Po przebytej suplementacji
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melatoning poziomy adiponektyny i omentyny-1 oraz aktywnos$¢ GPx istotnie wzrosty, podczas gdy
stezenia MDA odnotowaty spadek. W grupie placebo stwierdzili§my znaczacy wzrost stezenia HNE i
spadek stezenia melatoniny. Wyniki wskazujg na zwiekszony stres oksydacyjny towarzyszacy
ograniczeniu kalorii. Suplementacja melatoning utatwiata redukcje masy ciata, poprawiata obrone
antyoksydacyjng i regulowata wydzielanie adipokin. Wyniki te zdecydowanie sugeruja, ze melatonina
powinna by¢ brana pod uwage w leczeniu otytosci.

Profilaktyka uzaleznien

W latach 2022-2023 wspodtpracowatem z Apteka Szpitalng Samodzielnego Publicznego
Zaktadu Opieki Zdrowotnej w Stupcy w zakresie oceny szybkich testdw immunochemicznych
przeznaczonych do wykrywania amfetaminy w moczu. Wspédtpraca jest potwierdzona artykutem
oryginalnym, w ktérym jestem autorem korespondencyjnym: Mitos A., Gackowski M.*, Przybylska A.,
Koslinski P., Koba M.: Comparison of Sensitivity and Specificity of Commercial Amphetamine Tests,
AppliedChem, MDPI AG, vol. 3, nr 1, 2023, s. 141-152, 5 punktéw MEiN. W przeprowadzonym badaniu
oceniliémy czutos¢ i swoistos¢ testdw na obecnos¢ narkotykdw w moczu dostepnych na rynku
farmaceutycznym. Oceniane testy zostaty zanurzane w syntetycznym moczu z dodatkiem amfetaminy
w roznych stezeniach, zawierajgcym réwniez substancje potencjalnie zaktdcajace, takie jak kofeing,
paracetamol i kwas acetylosalicylowy, nastepnie po uptywie okreslonego przez producenta czasu
obserwowano, czy wynik jest zgodny z oczekiwaniami. Metodg referencyjng zastosowang w tym
badaniu byta wysokosprawna chromatografia cieczowa. Uzyskane wyniki potwierdzity deklarowane
przez producentow testéw poziomy odciecia, a takze swoistos$¢ szybkich testéw diagnostycznych.
Obecnie wraz z zespotem badawczym Katedry Toksykologii i Bromatologii CM UMK planuje
poszerzenie badan o testy stuzgce wykrywaniu innych substancji psychoaktywnych obecne na rynku
farmaceutycznym. Tematyka ta jest powigzana z planowanym przeze mnie w roku akademickim
2023/2024 cyklem wyktaddéw w liceach ogdlnoksztatcgcych w Bydgoszczy w ramach promowania
szeroko rozumianych zachowan prozdrowotnych i profilaktyki uzaleznien.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

Prace dyplomowe

1. Opieka nad 9 Studentami realizujgcymi prace magisterskie na kierunku Farmacja;
2. Recenzent 4 prac dyplomowych Studentéw kierunku Farmacja.

Zajecia dydaktyczne:

1. Od 2019 r. do chwili obecnej: prowadze laboratoria z przedmiotu "Toksykologia"
realizowanego dla studentéw kierunkdéw Farmacja;

2. W roku 2021 stworzytem program zajec oraz sylabus do przedmiotu ,Older patients in the eye
of pharmacist and geriatrician. Malnutrition, hospitalization, pharmacotherapy, interactions
and drug toxicity” prowadzonego w jezyku angielskim w ramach zaje¢ ogdlnouniwesyteckich;

3. W roku 2023 wspéttworzytem program studidw podyplomowych pt. "Zasady organizacji i
realizacja zadan zespotéw interdyscyplinarnych w opiece medycznej” zgtoszony na konkurs
ogtoszony przez Agencje Badarnn Medycznych nr ABM/2023/6 pt. "Opracowanie i realizacja
autorskiego programu studiow podyplomowych z zakresu nauk biomedycznych". Projekt z nr
2023/ABM/06/00005 tytutem: "EDUKACJA MEDYCZNA pracownikdw ochrony zdrowia -
INNOWACYJNE STUDIA PODYPLOMOWE realizowane przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
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Toruniu Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy" zostat zgtoszony przez CM UMK i
przyjety do oceny merytoryczne;j.

Udziat w programie ERASMUS+
1. Przeprowadzenie zaje¢ dydaktycznych dla Studentéw kierunku Farmacja pochodzacych z
Hiszpanii oraz Turcji (semestr zimowy roku akademickiego 2021/2022);
2. Opiekun stazu dr. Jona Keri, pracownika naukowego University Aldent (Tirana, Albania) (20.02-
24.02.2023r.).

Wygtaszanie wyktadéw popularnonaukowych:

1. Dwa cykle wyktadow popularnonaukowych skierowanych do stuchaczy Uniwersytetu
Trzeciego Wieku z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego we wspétpracg z Regionalng Siecig
Uniwersytetu Trzeciego Wieku Wyzszej Szkoty Gospodarki w Bydgoszczy. Wyktady pt.
»lnterakcje, suplementy diety i tansze odpowiedniki, czyli jak odnalez¢ sie w aptece" oraz ,Jak
dziatajg leki? Kontynuowaé czy przerwac farmakoterapie?” wygtositem w dwdch turach w
takich miejscowosciach jak: Golub Dobrzyn, Dobrcz, Wiecbork, Ztotniki Kujawskie, Kowalewo
Pomorskie, Czernikowo, Karolewo, Brzoza, Kcynia, Lubiewo, Koronowo, Sicienko, Gniewkowo,
Osielsko, Pakos¢, Chetmza czy Solec Kujawski;

2. Wyktad w ramach XXXIII cyklu ,Medyczna Sroda” kierowany m.in. do mieszkarcéw
wojewddztwa kujawsko-pomorskiego organizowany przez Collegium Medicum im. L.
Rydygiera w Bydgoszczy UMK pt.: "Jak rozsgdnie stosowac leki przeciwbdlowe dostepne bez
recepty?" (18.01.2023r., dostepny na platformie Youtube);

3. Planuje udziat w kolejnych edycjach cyklu ,Medyczna Sroda”.

Wygtaszanie wyktadéw na zaproszenie:

1. Wyktad wygltoszony na Miedzynarodowej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej SZTUKA
ROZMOWY PODSTAWA DIAGNOZY organizowanej przez Polskie Towarzystwo Komunikacji
Medycznej oraz Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy w dniu 10.04.2015r. pt.: , Czego
pacjent oczekuje od farmaceuty?”;

2. Woyktad wygtoszony na spotkaniu naukowo-szkoleniowym Polskiego Towarzystwa Diagnostyki
Laboratoryjnej o/Bydgoszcz w dniu 14.09.2023 r. pt.: ,Ocena czutosci szybkich testéw
do wykrywania amfetaminy w moczu”.

Wyktady prowadzone w celu promowania szeroko rozumianych zachowan prozdrowotnych i
profilaktyki uzaleznien dla ucznidw szkét licealnych w ramach wspétpracy Collegium Medicum
im. L. Rydygiera w Bydgoszczy UMK:
1. "Substancje psychoaktywne" przeprowadzony dla Uczniéw Il Liceum Ogdlnoksztatcgcego w
Bydgoszczy (19.04.2023 r.);
2. Planowany cykl wyktadéw do przeprowadzenia w liceach ogdlnoksztatcacych w Bydgoszczy w
roku akademickim 2023/2024.

Cztonkostwo w komitetach organizacyjnych i naukowych konferenciji:
1. Udziat w Komitecie Naukowym iMEDIC - 6th International Medical Interdisciplinary Congress
Medical, Pharmaceutical and Health Sciences Bydgoszcz, Poland organizowanym przez
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy UMK (27.05.2023 r.)
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Udziat w konferencjach naukowych:

1.

Gackowski M., Szewczyk-Golec K., Koba M., s., 2022, The 8th International Electronic
Conference on Medicinal Chemistry "Small molecules as drug candidates". Sciforum, 2022,
poster;

Koslinski P., Pawlak J., Pluskota R., Gackowski M., Madra-Gackowska K., Koba M. Comparison
of the concentrations of metabolic profiles of pterine compounds in urine samples from
patients with bladder, renal and prostate cancer. W: 16th International Interdisciplinary
Meeting on Bioanalysis, September 24-26th, Gdansk, Poland. S. 53, 2019, poster;

Socha E., Koslinski P., Madra-Gackowska K., Ziétkowska S., Gackowski M. Non-commercial

clinical trials in Poland : legal aspects, potential benefits and risks. W: iMEDIC 2018 Bydgoszcz
: 3rd International Medical Interdisciplinary Congress. Medical, Pharmaceutical and Health
Sciences. 9th June 2018, Bydgoszcz, Poland. Abstract Book. W. Stemplowski, P. Wojtczak, A.
Zidtkowska, N. Sokotowska, R. Sokotowski. Bydgoszcz : UMK CM, 2018, s. 90., streszczenie;
Zidtkowska S., Madra-Gackowska K., Socha E., Gackowski M., Kujawska A., Kujawski S.,
Zidtkowski W., Kedziora-Kornatowska Kornelia. A massive gross haematuria in an 85-year-old
patient with acquired haemophilia A. W: iMEDIC 2018 Bydgoszcz : 3rd International Medical
Interdisciplinary Congress. Medical, Pharmaceutical and Health Sciences. 9th June 2018,
Bydgoszcz, Poland. Abstract Book. W. Stemplowski, P. Wojtczak, A. Ziétkowska, N. Sokotowska,
R. Sokotowski. Bydgoszcz : UMK CM, 2018, s. 47, streszczenie;

Gackowski M., Koba M., Stasiak J., Proszowska A., Marszatt M.P. Oznaczanie lormetazepamu
metoda chromatograficzng oraz spektrofotometryczng w preparatach farmaceutycznych. W:
XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego "Farmacja Polska na tle Unii
Europejskiej". Gdansk, 12-15 IX 2010. Streszczenia. [Gdansk, 2010], s. 615, poster.

Kierowanie projektami badawczymi i udziat w projektach:

1.

Kierownik projektu ,Inicjatywa Doskonatosci — Debiuty” w ramach programu ,Inicjatywa
Doskonatosci — Uczelnia Badawcza” (Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, 2020-2022).
Tytut wniosku: “ Application of new in silico tools in the structure-activity relationship of
anticancer drugs”. Katedra Toksykologii i Bromatologii, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium
Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zakupione dzieki srodkom
pozyskanym z niniejszego grantu sprzet komputerowy oraz oprogramowanie umozliwity
przeprowadzenie badan naukowych, ktdrych owocem sg opublikowane arytukuty oryginalne
wchodzace w sktad przedstawionego powyzej cyklu osiggniec (P1-P5).

Petnienie funkcji redaktora goscinnego (Guest Editor):

1.

Redaktor goscinny (Guest editor) w specjalnym wydaniu czasopisma ,Pharmaceuticals”
wydania specjalnego pt.”Recent Advances in the Discovery and Development of Drugs for
Civilization Diseases”; (nauki farmaceutyczne, IF 4,6, 140 pkt. MEiN); (28.06- 30.11.2023r.).

Cztonkostwo w towarzystwach naukowych:

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Gerontologicznego (PTG).
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Udzielone recenzje w czasopismach miedzynarodowych:

W latach 2019-2023 wykonatem 11 recenzji artykutéw dla czasopism z listy filadelfijskiej:
o  BMC Chemistry (IF 4,6) — 2 artykuty;
e Chemical papers (IF 2,2) — 2 artykuty;
e Foods (IF 5,2) — 1 artykut;
e International Journal of Environmental Research and Public Health (IF 4,614) — 1
artykut;
e International Journal of Molecular Sciences (IF 5,6) — 1 artykut;
Molecules (IF 4,6) — 1 artykut;
Nutrients (IF 5,9) — 1 artykut;
Sensors (IF 3,9) — 1 artykut;
Journal of Clinical Neurology (IF 3,1) — 1 artykut.

Dziatalnos¢ organizacyjna w ramach Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu:

1. maj 2022r.- obecnie: cztonek Zespotu ds. Promocji Wydziatu Farmaceutycznego przy
Collegium Medicum UMK w Toruniu.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

Dane haukometryczne:

taczna wartos¢ punktacji KBN/MEiIN: 1870,000

Wartos¢ wskaznika IF: 72,148

Cytowania (Web of Science Core Collection): 114

Cytowania bez autocytowan (Web of Science Core Collection): 106

Index H=6 (Web of Science Core Collection)

Cytowania (Scopus): 132

Cytowania bez autocytowan (Scopus): 125

Index H=6 (Scopus)

Moja dotychczasowa aktywnosé publikacyjna obejmuje 2 rozdziaty z monografii, 2 wystgpienia ustne,
3 prezentacje plakatowe, 33 artykuty w czasopismach o zasiegu krajowym oraz miedzynarodowym (w
16 jako pierwszy autor, w 19 jako autor korespondencyjny).
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Nagrody i wyrdznienia

1.

Zespotowe Wyréznienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiggniecia
uzyskane w dziedzinie naukowej w 2022r.;

Jednorazowe stypendium JM Rektora UMK z dn. 4.11.2022r. za wysoko punktowang publikacje
naukowg pt."Quantitative structure-activity relationship analysis of isosteviol-related
compounds as activated coagulation factor X (FXa) inhibitors”, opublikowang w prestizowym
czasopismie naukowym Nutrients, Vol. 14, nr 17, 2022, s. 1-15 (P2);

Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za osiggniecia
uzyskane w dziedzinie naukowej w 2021r.;

Jednorazowe stypendium JM Rektora UMK z dn. 7.03.2022r. za wysoko punktowang publikacje
naukowag pt."Cardiovascular effects of chocolate and wine — narrative review”, opublikowang
w prestizowym czasopismie naukowym Nutrients, Vol. 13, nr 12, 2021, s. 1-30.
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