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STRESZCZENIE

Wraz z rozwojem medycyny i starzeniem sie spoleczenistwa wciaz rosnie zapotrzebowa-
nie na nowe, skuteczniejsze terapie. Narzedziem, ktére przyczynia sie do efektywniej-
szego poszukiwania oraz wprowadzania nowych lekéw terapeutycznych na rynek sa wyso-
koprzepustowe badania przesiewowe. Badania te, bedace szerokim zbiorem réznorodnych
testow pozwalaja na przetestowanie setek tysiecy zwiazkow chemicznych w krétkim czasie.
Celem jest trafna identyfikacja zwiazkéw aktywnych, ktére moga sta¢ sie potencjalnym kan-
dydatem terapeutycznym w przemysle farmaceutycznym. Badania wysokoprzepustowe sta-
nowia pierwszy etap poszukiwania potencjalnych lekow. Sa one jednym z podstawowych i
kluczowych badan, od ich wynikéw zalezy czy potencjalny kandydat na lek zostanie odkry-
ty. W niniejszym artykule przegladowym opisane zostana poszczegodlne etapy wysokoprze-
pustowych badan przesiewowych, a takze metody, ktére sa w nich wykorzystywane. Przed-
stawione zostang rowniez niezbedne kroki w optymalizacji tych badan, dobér aparatury i
jej automatyzacja oraz kluczowe parametry kontroli jakosci niezbedne do przeprowadzenia
rzetelnych badan przesiewowych.

WPROWADZENIE

Poszukiwanie nowych lekéw terapeutycznych jest bardzo kosztowne i dtu-
gotrwate. Proces od odkrycia przez zatwierdzenie do wprowadzenia na rynek
moze trwaé nawet kilkanascie lat [1]. Warto zauwazy¢, ze zwigzane z tym kosz-
ty i czas r6znia sie w zaleznosci od leku oraz docelowej choroby, a kwoty moga
wynosi¢ miliardy dolaréw [2]. Poszukiwanie lekéw wplywajacych na udosko-
nalenie istniejacych juz terapii moze trwac znacznie dluzej niz w przypadku pil-
nie potrzebnego leku, ktéry ze wzgledu na nagte zapotrzebowanie przechodzi
taki proces w trybie priorytetowym [1,2].

Obecnie zaawansowane technologie w znaczny sposéb umozliwily rozwéj
terapii spersonalizowanych oraz przyspieszyly proces poszukiwania nowych
lekéw. Pomimo to, wciaz poszukuje sie nowych metodologii przyspieszajacych
odkrycia i poszerzajacych obszary badawcze, by w jak najbardziej wydajny i
efektywny sposéb wprowadzac nowe zwiazki terapeutyczne na rynek [3]. Wciaz
duzym wyzwaniem dla instytucji naukowych i przemystu farmaceutycznego
pozostaje identyfikacja solidnego i skutecznego kandydata, od momentu wyty-
powania do faktycznego uzytkowania. Na szczegélng uwage zastuguje rozwoj
wysokoprzepustowych badan przesiewowych (inaczej nazywane skriningiem)
(ang. High-Throughput Screening, HTS) i kolekcjonowanych bibliotek malocza-
steczkowych zwigzkéw chemicznych, co przyczynito sie do powstania nowej
ery odkrywania lekéw [1,3]. Od lat 90. XX wieku HTS stat sie gléwna metoda w
odkrywaniu lekéw, w wyniku ogromnego postepu w technologii, automatyza-
qji oraz chemii kombinatorycznej [4]. Ta metoda syntezy umozliwia tworzenie
duzych kolekcji zwiazkéw chemicznych o wilasciwosciach lekopodobnych po-
przez zastosowanie mieszaniny poszczegélnych zwigzkéw oraz projektowanie
struktur chemicznych komputerowo [5-7]. Przykladem lekéw, ktére zostaly
zidentyfikowane z wykorzystaniem wysokoprzepustowych badan przesiewo-
wych jest Maraviroc, stuzacy do leczenia pacjentéw zakazonych wirusem HIV,
lub Erlotinib stosowany w leczeniu nowotworéw [7]. Badania HTS znalazty
wykorzystanie réwniez w czasie pandemii COVID-19, pozwalajac na szybka
identyfikacje potencjalnych lekéw przeciwirusowych takich jak Remdesivir lub
Chlorochina [8]. Do pierwszych lideréw badan wysokoprzepustowych nalezaty
firmy farmaceutyczne takie jak Pfizer czy GlaxoSmithKline. W ciggu ostatnich
dwudziestu lat dolaczylo wiele akademickich jednostek i setki osrodkéw badan
wysokoprzepustowych na catym $wiecie [9].

Testy HTS moga by¢ réwniez wykorzystywane w modelach komérkowych

poprzez bezposrednie wiazanie sie¢ z wytypowanymi celami w komorkach,
szlakach molekularnych, czy tez oceniajagc wplyw badanej substancji na znane
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Rycina 1. Proces przedstawiajacy etapy poszukiwania leku terapeutycznego poczawszy od wysokoprzepustowych badan przesiewowych selekcjonujacych potencjalne
zwiazki aktywne do momentu wprowadzenia leku na rynek. Rycine wykonano z uzyciem programu BioRender [https:/ /www.biorender.com]. Zaadaptowano z ,Drug
Discovery & Development Funnel”, autorstwa BioRender.com (2024). Zrédto: https:/ /app.biorender.com/biorender-templates

biomarkery. Tym samym mozna oceni¢ zmiany morfolo-
giczne w komorkach, ich ksztalt czy mechanizmy $mierci
komoérkowych [10]. Celem podstawowych badan przesie-
wowych w skriningach komérkowych jest réwniez odkry-
wanie spos$réd ogromnej populacji potencjalnych zwigzkéw
biologicznie czynnych, substancji regulujacych dany szlak
molekularny. Mimo wielu znanych lekéw, nie znamy wciaz
ich szczegotowego mechanizmu dziatania. Dlatego wazne
jest zaprojektowanie takiego testu molekularnego, ktére po-
zwoli nam na uzyskanie nowych, niezbednych informacji
do ich lepszego poznania [11].

Wysokoprzepustowa metoda przesiewowa testuje od
kilku tysiecy do nawet miliona réznych zwigzkéw che-
micznych w krotkim odstepie czasowym [10]. Pozwala to
na identyfikacje zwigzkéw pozytywnych, tzw. “trafierr”
(ang. hits), uznawanych za potencjalnie aktywne w danym
eksperymencie. W przyszlosci moga byé badane w dal-
szych etapach opracowywania lekéw [12]. Ze wzgledu na
brak wlasciwego nazewnictwa w jezyku polskim, w dalszej
czesci publikacji ,trafienie” bedzie okreslane réwniez jako
hit. Uzyskane hity sa grupowane oraz selekcjonowane na
podstawie struktury oraz aktywnosci [13]. Nastepnie , tra-
fienia” sa modyfikowane syntetycznie w celu zwigkszenia
ich skutecznosci, selektywnosci wobec danego celu moleku-
larnego lub zmiany we wtasciwosciach fizykochemicznych,
tworzac zwiazki wiodace (ang. hit to lead). Koficowym eta-
pem badan jest dalsza optymalizacja struktury zwigzkéw
wiodacych, ktére moga zostac¢ nastepnie przetestowane w
badaniach przedklinicznych (ang. lead optimization) [14].
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Zanim lek trafi do powszechnego uzycia musi zosta¢ od-
powiednio przebadany i zatwierdzony przez szereg grup
badawczych. Po identyfikacji zwiazku o potencjalnym dzia-
taniu terapeutycznym musza zosta¢ wykonane badania in
vitro, nastepnie testy na modelu zwierzecym in vivo. Bada-
nia te znane sa jako przedkliniczne, w ktérych sprawdza-
na jest skutecznosé, bezpieczenstwo uzycia oraz wstepne
okreélenie dawki substancji [15]. Nastepnie w badaniach
klinicznych wystepuja cztery fazy. W fazie I grupe badaw-
czg stanowi 20-80 zdrowych ludzi. W fazie II bierze udzial
wieksza grupa populacji skladajaca sie z 100-500 zdrowych
0s6b. Na ostatnim etapie przed zatwierdzeniem leku w fa-
zie III potencjalny zwiazek terapeutyczny testowany jest na
tysiacach pacjentéw [2]. Faza IV opiera sie na monitorowa-
niu juz wprowadzonego do obrotu leku, w celu obserwacji
wystepowania skutkéw ubocznych przy dluzszym zazywa-
niu terapeutyku [2,15] (Ryc. 1).

BIBLIOTEKI ZWIAZKOW CHEMICZNYCH

Podstawowym elementem wykorzystywanym we
wszystkich badaniach przesiewowych sa biblioteki zwigz-
kéw chemicznych. Ze wzgledu na ogromna skale badan
HTS, maloczasteczkowe zwiazki chemiczne sa odpowied-
nio kolekcjonowane i katalogowane w oparciu o ich wla-
Sciwosci [16]. Tworzenie bibliotek zwiazkéw chemicznych
pozwala na przetestowanie duzej ilosci substancji oraz
automatyzacje calego procesu [17]. Obecnie biblioteki sg
kolekcjonowane przez rézne instytucje, takie jak konsor-
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¢ja, prywatne firmy, w tym koncerny farmaceutyczne lub
srodowiska akademickie z catego $wiata, ktére posiadaja
naklfady finansowe i infrastrukture potrzebna do tworzenia
bibliotek [13]. Wystepuja takze firmy tworzace swoje wla-
sne kolekgje bibliotek oraz sprzedajace je jako komercyjnie
dostepne biblioteki zwiazkow [16-18]. W zwiazku z tym, ze
wysokoprzepustowe badania przesiewowe wigza si¢ iden-
tyfikacja hitéw, kluczem do wykonania udanego badania
przesiewowego, a tym samym uzyskania danych o wyso-
kiej powtarzalnosci oraz identyfikacji “trafien” jest jakosé
zgromadzonych zwigzkéw chemicznych, a takze sposob
ich kolekcjonowania [13,18]. Obecnie biblioteki chemiczne
zawieraja najczesciej od kilkuset tysiecy do kilku milionéw
gromadzonych zwiazkéw [7]. Sposéréd tak duzych grup
zwigzkoéw, wylaniane sa takze mniejsze, dedykowane bi-
blioteki, ktére pozwalaja np. na przeprowadzenie badan
wysokoprzepustowych z uzyciem dobrze scharakteryzo-
wanego celu molekularnego (ang. molecular target) [19]. Ze
wzgledu na skale tematyki bibliotek chemicznych powstaja
instytucje zajmujace sie zarzadzaniem kolekcjonowanych
zwigzkow. Ich rolg jest odpowiednie gromadzenie, orga-
nizacja i katalogowanie syntezowanych lub zakupionych
zwigzkéw oraz ich prawidlowe przechowywanie [20].
Istotnym elementem jest réwniez monitorowanie obecnosci
zanieczyszczen, a takZe ocena czystosci, stezenia, czy sta-
bilnosci zwigzku chemicznego. Substancje te sa nastepnie
odpowiednio rozpuszczone i przenoszone na plytki wielo-
dotkowe, co pozwala na ich wysytke do miejsca, w ktérym
biblioteka bedzie wykorzystywana do badania HTS. Ze
wzgledu na duza ilo$¢ magazynowanych substancji, dziata-
nia zwigzane z zarzadzaniem kolekcja zwigzkéw wymaga-
ja zaawansowanego sprzetu oraz automatyzacji [21].

Przyktadem jednostki zajmujacej sie kolekcjonowaniem
i tworzeniem bibliotek chemicznych jest europejskie kon-
sorcjum EU-OPENSCREEN (ERIC). Konsorcjum to zrzesza
31 jednostek naukowych zajmujacych sie tematyka wyso-
koprzepustowych badan przesiewowych w 9 krajach eu-
ropejskich. Jego rola jest rozwdj oraz szerzenie ekspertyzy
w tematyce wysokoprzepustowych badan przesiewowych,
zapewnienie dostepu naukowcom do narzedzi i rozwiazan
usprawniajacych przeprowadzenie badari przesiewowych
oraz nawigzywanie wspotpracy miedzy cztonkowskimi
jednostkami naukowymi [22]. Dodatkowo, konsorcjum EU-
-OPENSCREEN (ERIC) posiada wiasna kolekcje zwigzkow
chemicznych, ktéra podzielona jest na 4 gléwne biblioteki:
biblioteka Pilot (ok. 5 000 zwigzkéw), biblioteka ECBL/Di-
versity (ok. 100 000 zwigzkéw o wysokim stopniu rézno-
rodnoéci), biblioteka EACL (w trakcie rozwoju, planowane
do 40 000 zwiazkéw chemicznych przekazywanych przez
chemikoéw z catego $wiata) oraz biblioteka Fragment (ok. 1
000 fragmentéw zwiazkéw o niskiej masie czasteczkowej)
[23]. Konsorcjum udostepnia biblioteki zwigzkéw chemicz-
nych jednostkom czionkowskim. Od 2018 roku platforma
przeprowadzajaca wysokoprzepustowe badania przesie-
wowe bedaca czesciag Centrum Biologii Chemicznej Insty-
tutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu jest akredyto-
wanym czlonkiem konsorcjum EU-OPENSCREEN (ERIC),
co pozwala na dostep do bibliotek zwigzkéw chemicznych,
wykonywanie wysokoprzepustowych badani przesiewo-
wych dla uzytkownikéw oraz podjecie wspdtpracy z jed-
nostkami z innych panstw cztonkowskich.
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PROJEKTOWANIE I RODZAJE
BIBLIOTEK CHEMICZNYCH

Proces projektowania bibliotek matoczgsteczkowych
zwigzkéw chemicznych polega na podziale catej puli ko-
lekcjonowanych zwiazkéw na mniejsze, odrebne grupy
w oparciu o ich cechy [16]. Aby méc utworzy¢ biblioteke,
zwiazki chemiczne sa najczesciej grupowane ze wzgledu
na ich wtasciwosci fizykochemiczne, mechanizm dziata-
nia, strukture, czy ich aktywnosé biologiczng, co pozwala
na duza réznorodnos¢ i iloé¢ kombinacji. Istotna jest réw-
niez ilo§¢ zwiazkoéw, ktdéra zostanie uwzgledniona w biblio-
tece, a takze iloé¢ i rodzaj dostepnych informacji na temat
zwiazku [18]. Do najczesciej wystepujacych bibliotek mato-
czgsteczkowych zwigzkéw chemicznych mozemy zaliczy¢
biblioteki skladajace sie ze zwigzkéw o wysokiej rézno-
rodnosci strukturalnej, co moze zwiekszy¢ szanse na iden-
tyfikacje hitow. Przykladem takiego zbioru jest biblioteka
ECBL/Diversity z kolekcji EU-OPENSCREEN, skladajaca
sie ze 100 000 zwigzkéw o duzym zréznicowaniu struktu-
ralnym [24]. W sklad najpopularniejszych bibliotek wcho-
dza réwniez te skladajgce sie ze zwigzkéw posiadajacych
aktywnosc¢ biologiczna majacych zdolnoé¢ do przenikania
do wnetrza komorek, co jest istotne w przypadku badan na
liniach komérkowych. Zwiazki chemiczne w ramach tej bi-
blioteki majg okreslone cele molekularne i pozwalajg na pel-
niejsza interpretacje otrzymanych wynikéw [9,11]. Oprécz
bibliotek zwigzkéw chemicznych o wysokiej réznorodnosci
lub o wysokej aktywnosci, wystepuja réwniez biblioteki
skladajace sie ze zwigzkéw o podobnych wilasciwosciach i
strukturze do zatwierdzonych juz lekéw (ang. drug-like li-
braries) lub biblioteki zwiazkéw skupiajacych sie i wchodza-
cych w interakcje z konkretnym celem molekularnym (ang.
target-oriented libraries) [12,16,18].

Dosé popularnymi bibliotekami wykorzystywanymi w
HTS sa kolekcje skladajace si¢ z okreslonych fragmentéw
strukturalnych (ang. fragment libraries). Sa to mate biblio-
teki zwiazkéw chemicznych o niskiej masie czasteczkowej
(<250 Da) [13]. Ich wykorzystanie pozwala na wyselekcjo-
nowanie fragmentéw zwiazkéw wiazacych sie do wybra-
nego celu molekularnego, ktére nastepnie moga postuzy¢
jako ,moduly” do wytworzenia zwigzkéw chemicznych o
zwigkszonym powinowactwie [13,14,18]. Umozliwiaja one
efektywniejsza ocene zaleznosci strukturalnych od ich od-
powiedzi w przeprowadzonym teécie molekularnym, co
redukuje iloé¢ testowanych zwiazkéw w kolejnym etapie
skriningowym (dalsze zwigzki podlegajace testowaniu sa
selekcjonowane na podstawie wynikéw skriningu bibliote-
ki fragmentéw).

Katalogowanie zwigzkéw chemicznych na dedykowane
biblioteki jest procesem istotnym dla badann HTS, ponie-
waz to jak zostanie skomponowana biblioteka bedzie mie¢
wplyw na efektywnos¢ skriningu, a tym samym na identy-
fikacje hitow [19].

Wraz z rozwojem technologii wysokoprzepustowych
badan przesiewowych nastapil réwniez ogromny postep
w projektowaniu nowych bibliotek chemicznych. Oprécz
bibliotek opartych na katalogowaniu pojedynczych mato-
czasteczkowych zwiazkéw chemicznych, istniejg takze bi-
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blioteki kombinatoryczne, w ktérych sktad wchodza mie-
szaniny zwiazkéw chemicznych w réznej kombinacji (ang.
combinatorial libraries) [18]. Z czasem na rynku pojawila sie
réwniez mozliwos¢ otrzymania bibliotek opartych na in-
nych makroczasteczkach, takich jak fragmenty kwaséw nu-
kleinowych lub peptydéw [8,10].

RODZAJE TESTOW W WYSOKOPRZEPUSTOWYCH
BADANIACH PRZESIEWOWYCH

Glownym celem przeprowadzenia wysokoprzepusto-
wych badan przesiewowych jest identyfikacja zwigzkow
chemicznych o pozadanej aktywnosci. Aby tego dokonag,
przeprowadzane sg specjalnie zaprojektowane testy mole-
kularne (ang. assay), ktére pozwalaja na szybka oraz pewna
ocene obecnosci interakcji danego zwigzku chemicznego
z okreslonym biatkiem, enzymem lub szlakiem komoérko-
wym. Ocena ta jest najczesciej oparta na detekcji absorpcyij-
nej, luminescencyjnej i jej pochodnych (fluorescencji, biolu-
minescencji i chemiluminescencji) [5]. W wysokoprzepu-
stowych badaniach przesiewowych wyréznia sie 2 gléwne
grupy eksperymentéw, pozwalajace na identyfikacje hitow:
testy biochemiczne, a takze testy na liniach komérkowych
[8,11].

PROJEKTOWANIE TESTU MOLEKULARNEGO
DO UZYCIA W HTS

Jednym z pierwszych i najistotniejszych krokéw w HTS
jest dobér i adaptacja odpowiedniego testu molekularnego
w taki sposob, by za jego wykorzystaniem mozliwa byla
identyfikacja potencjalnie aktywnych zwiazkéw o oczeki-
wanym efekcie biologicznym w mozliwie jak najbardziej
zminiaturyzowanej formie. Miniaturyzacja testu pozwala
na mniejsze zuzycie materialu badawczego, odczynnikéw i
materialéw zuzywalnych co jest istotne z punktu widzenia
ekonomicznego i ekologicznego [12]. Natomiast wybrana
strategia analityczna powinna charakteryzowac sie¢ wysoka
czulodcig, powtarzalnoscia w wynikach oraz powinna ona
by¢ odpowiednia do zatozonego celu badawczego [11]. Z
uwagi na skale przeprowadzanego skriningu, dobdr od-
czynnikéw powinien by¢ relatywnie tani, a sam przepro-
wadzany test powinien posiada¢ jak najmniej krokéw by
byt jak najprostszy i mozliwy do p6zniejszego wykonania z
uzyciem automatyki [25].

TESTY BIOCHEMICZNE

Testy biochemiczne oparte sa na badaniu in-vitro interak-
¢ji pomiedzy badanym zwigzkiem chemicznym z biblioteki,
a wybranym celem biologicznym, takim jak np. bialko w
postaci enzymu lub receptora [14]. Aby przeprowadzic test,
cel ten nalezy uprzednio zidentyfikowa¢, a nastepnie odpo-
wiednio przygotowac np. poprzez oczyszczenie biatka [8].
Testy biochemiczne sa najczesciej oparte na detekcji inhibicji
reakcji enzymatycznej przez testowany zwiazek chemiczny
lub zdolnosci testowanego zwigzku do wypierania ligandu
lub substratu wigzacego si¢ do celu biologicznego [11].

Istnieje wiele strategii w testach biochemicznych do iden-

tyfikacji zwiazkow, ktére wchodza w interakcje z wybra-
nym celem molekularnym. Zalicza sie do nich techniki ta-
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kie jak: FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer), BRET
(ang. Bioluminescence Resonance Energy Transfer), polaryzacja
fluorescencji (ang. Fluorescence Polarization Assay, FP) czy tez
AlphaScreen (ang. Amplified Luminescent Proximity Homoge-
nous Assay Screen).

FRET - FLUORESCENCYJNE REZONANSOWE
PRZENIESIENIE ENERGII

Technika FRET oparta jest na obecnosci dwoch czaste-
czek fluorescencyjnych zwanych donorem i akceptorem.
Gdy czasteczka donoru wchodzi w stan wzbudzony oraz
znajduje sie w bardzo bliskiej odleglosci do czasteczki ak-
ceptora (ok. 1-10 nanometréw), nastepuje transfer energii z
donoru do akceptora, czego efektem jest pojawienie sie sy-
gnatu fluorescengji [12]. Istotnym warunkiem wplywajacym
na efektywnos¢ procesu FRET jest rowniez naktadanie sie
widma emisji donoru na widmo wzbudzenia akceptora
[8]. Ze wzgledu na to, Ze sygnat pojawia sie tylko w bardzo
bliskiej odlegtosci pomiedzy donorem i akceptorem, tech-
nika FRET wykorzystywana jest np. do detekcji interakcji
pomiedzy dwoma biatkami. Pozwala to tym samym na
identyfikacje zwigzkow, ktore stabilizuja lub dezintegruja
kompleks biatko-biatko [11]. W pracy opublikowanej przez
Lee i in. 2019 stworzono sonde do techniki FRET poprzez
przylaczenie czasteczki donoru i akceptora do sekwencji
peptydowej amyloidu beta. Peptydy te gromadza sie two-
rzac blaszki amyloidowe, ktére powigzane sa z patogeneza
choréb neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheime-
ra lub Parkinsona. Amyloid posiada zdolnos¢ do interakgji z
jonami metali, w tym z jonami cynku Zn (II), co moze przy-
czynia¢ sie do zmiany w ich konformacji oraz postepujacej
agregacji. W celu identyfikacji zwiazkéw hamujacych two-
rzenie sie komplekséw beta-amyloidowych z jonami cynku,
przeprowadzono skrining 145 zwigzkéw o pochodzeniu
naturalnym, z czego zidentyfikowano 6 zwiazkéw o naj-
wyzszym potencjale hamujacym agregacje [26].

BRET - BIOLUMINESCENCYJNE REZONANSOWE
PRZENIESIENIE ENERGII

Pomimo szerokiego zastosowania techniki FRET, pro-
cedura ta posiada pewne ograniczenia, ktére nalezy wziaé
pod uwage podczas projektowania testu do badan przesie-
wowych [8]. Ze wzgledu na koniecznos¢ zastosowania ze-
wnetrznego Zrédla promieniowania do zapoczatkowania
transferu energii z czasteczki donoru do akceptora, czastecz-
ka akceptora moze ulec dodatkowemu wzbudzeniu, tym
samym powodujac foto-wybielenie (ang. photo-bleaching) w
wyniku czego fluorofor traci swoja zdolnos¢ do fluorescencji
[12]. W zwigzku z tym technike FRET mozna zastapi¢ ana-
logiczna technika bioluminescencyjnego rezonansowego
przeniesienia energii (BRET). Proces ten zachodzi podobnie
jak w przypadku FRET z ta r6znica, ze zamiast fluoroforu,
donorem fotonu jest uktad zdolny do bioluminescengji (np.
lucyferaza w obecnosci odpowiedniego substratu) [9,11].
W wyniku reakcji chemicznej dochodzi do emisji $wiatfa o
dtugosci fali odpowiadajgcej widmu wzbudzenia akcepto-
ra, ktéry w nastepstwie wzbudzenia jest zdolny do fluore-
scencji. Natomiast czasteczka akceptora moze by¢ np. YFP
(ang. Yellow Fluorescent Protein). W technice BRET eliminu-
je sie koniecznoé¢ uzycia zewnetrznego Zrédia Swiatla, co
wplywa na zmniejszenie sygnatu pochodzacego z tla [11].
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Technika BRET zostata wykorzystana w publikacji przygo-
towanej przez Chappe i in. do przeprowadzenia skriningu
1200 zwigzkow chemicznych z biblioteki Prestwick, w celu
identyfikacji inhibitoréw wigzania si¢ kanalu jonowego
TRPV1 (ang. Transient Receptor Potential channel 1) z akty-
watorem tego kanatu - kalmoduling, co moze by¢ potencjal-
nym, interesujagcym celem terapeutycznym [27].

POLARYZACJA FLUORESCENC]JI

Polaryzacja fluorescencji jest technikg, ktéra pozwala
oceni¢ obecnos¢ wigzania miedzy dwoma czasteczkami
na podstawie zmian w ich wlasciwosciach fotofizycznych
[28]. W standardowych pomiarach, gdy fluorofor zostanie
wzbudzony wiazka $wiatla spolaryzowanego, czasteczka
ta pochlania energie i ulega rotacji emitujac $wiatto, ktére
ulega depolaryzacji. W przypadku, gdy fluorofor zwigzany
zostanie z wieksza czasteczka np. biatkiem, fluorofor rotuje
wolniej, powodujac jej unieruchomienie, co zmienia wtasci-
wosci emisyjne przez co emitowane $wiatlo ulega polary-
zacji [12,29]. Zmiany w polaryzacji emitowanego $wiatla sa
nastepnie odczytywane, co pozwala na obliczenie polary-
zacji lub anizotropii fluorescencji, a tym samym na ocene
wigzania pomiedzy mniejsza czasteczka znakowana fluoro-
forem a biatkiem [11]. Gtéwnaq zaleta techniki polaryzacji
fluorescenciji jest jej uniwersalnoséé, co umozliwia identyfi-
kacje réznych typow komplekséw (np. biatko-biatko, bial-
ko-peptyd lub biatko-kwas nukleinowy), a takze pozwala
na $ledzenie zmian strukturalnych enzyméw zachodzacych
w reakcjach enzymatycznych [11,29]. W publikacji Hall
i wsp., autorzy zidentyfikowali w 2015 ok. 1 000 réznych
testow wysokoprzepustowych opartych na polaryzacji flu-
orescencji. Wiekszos¢ z nich (ok. 85%) zostata wykorzystana
w badaniach HTS jako metoda stuzaca do przeprowadzenia
dodatkowych, walidacyjnych skriningéw w celu wykrycia
hitéw falszywie pozytywnych oraz potwierdzenia czy wy-
selekcjonowany zwigzek wchodzi w interakcje z badanym
kompleksem [29].

TECHNIKA ALPHASCREEN

Inna z technik badania interakcji miedzy dwoma bio-
molekufami jest AlphaScreen. Opiera si¢ ona na nanoczast-
kach optaszczonych warstwa hydrozelowa, ktére dzielg
sie na nanoczastki donorowe i akceptorowe. Zastosowanie
promieniowania o odpowiedniej dtugosci fali (680 nm) po-
woduje, ze wzbudzona nanoczastka donorowa generuje
czasteczki tlenu singletowego [11]. Nastepnie, gdy dwie ba-
dane molekuly, do ktérych przylaczone sa nanoczastki do-
norowe jak i akceptorowe znajduja sie¢ w bliskiej odlegtosci
miedzy soba, wytworzony przez nanoczastke donorowa,
tlen singletowy powoduje wytworzenie reakcji chemilumi-
nescencyjnej przez nanoczastke akceptora, co z kolei powo-
duje wzbudzenie fluoroforéw zlokalizowanych na tej samej
czgstce wynikiem czego dochodzi do emisji $wiatla o okre-
§lonej diugosci fali (520-620 nm) [30]. Technika AlphaScre-
en zostala przykladowo wykorzystana w skriningu, ktére-
go celem byta identyfikacja inhibitoréw ludzkiego biatka
wiazacego DNA - HMGAZ2, ktérego dzialanie zwigzane jest
prawdopodobnie z otyloécig oraz z procesem nowotworze-
nia [31]. Dodatkowo, test ten opracowano w taki sposob, ze
moze on zosta¢ wykorzystany do ultra-wysokoprzepusto-
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wych badan przesiewowych, podczas ktérych testuje sie
powyzej 100 000 zwiazkéw chemicznych dziennie w sposéb
w pelni zautomatyzowany [10,28].

TESTY KOMORKOWE

Testy na liniach komérkowych to szeroki termin obejmu-
jacy badania wysokoprzepustowe wykonywane na mode-
lach biologicznych, wystepujacych najczesciej w postaci ad-
herentnych, dwuwymiarowych linii komérkowych. Obec-
nie, rosnaca popularnoécia odznaczaja sie réwniez tréjwy-
miarowe linie komoérkowe [32]. W odréznieniu do testow
biochemicznych, w ktérych cel biologiczny taki jak biatko,
kompleks biatko-biatko lub receptor jest doktadnie sprecy-
zowany przed wykonaniem skriningu, testy komoérkowe
wykonuje sie, gdy cel nie jest do korica znany lub wyste-
puje on tylko w modelach komérkowych, w zwiazku z tym
nie ma mozliwosci wykonania skriningu w oparciu o testy
biochemiczne [11]. Dodatkowo, przeprowadzenie badan
HTS na liniach komérkowych pozwala na uzyskanie bar-
dziej kompleksowych informacji dotyczacych mechanizmu
dziatania zwigzku oraz identyfikacje celéw biologicznych
w komorce, na ktére testowany zwigzek wplywa w poréw-
naniu do badan in vitro [33]. Zaleta wykorzystania testéw
komoérkowych w badaniach przesiewowych poza identyfi-
kacja ré6znych mechanizmoéw, jest réwniez mozliwo$¢ oceny
cytotoksycznosci, a takze stopnia przenikalnosci zwiazku
przez blone komoérkowa, co pozwala na szybsze odrzuce-
nie testowanego zwigzku na wczedniejszym etapie badan
[5,11]. Pomimo tego, ze duza zaleta testéw komoérkowych
jest ich wykonanie na modelach istotnych biologicznie, sa
one réwniez zwigzane z pewnymi ograniczeniami ze wzgle-
du na to, ze dwuwymiarowe hodowle komérkowe bardzo
czesto nie oddaja ztozonosci procesu chorobowego. Przez to
testowany zwigzek moze mie¢ zupelnie odmienne dziatanie
w organizmie [33]. Na potrzeby tego artykutu, oméwione
zostana glowne testy komérkowe wykorzystywane w HTS,
takie jak testy przezywalnosci, z wykorzystaniem genu re-
porterowego oraz wieloparametryczne obrazowanie mikro-
skopowe HCI (ang. High-Content Imaging), w tym technika
“Cell Painting”.

TESTY PRZEZYWALNOSCI

Testy przezywalnosci wykorzystywane sa gléwnie do
oceny proliferacji oraz do detekcji $mierci komoérki, co po-
zwala na og6lna ocene kondycji komoérek [10,34]. W zwiaz-
ku z ich uniwersalnoécia, w HTS pozwalaja one na ocene
cytotoksycznosci testowanych zwigzkéw chemicznych, a
takze identyfikacje zwiazkéw, ktére prowadza do $mierci
komorek nowotworowych [11,35]. Jednym z najpopular-
niejszych testéw uzywanych do oszacowania ilosci zywych
komorek oraz aktywnosci mitochondrialnej jest test aktyw-
nosci cytotoksycznej MTT. Test ten opiera sie na substra-
cie MTT (roztwor soli tetrazolowej) o z6ttym zabarwieniu,
ktéry po dodatku do komorek i inkubacji jest redukowany
tylko przez zywe komoérki do formazanu o purpurowym
zabarwieniu, co mozna zaobserwowac¢ przy pomiarze ab-
sorbancji przy 570 nm. Ze wzgledu na to, ze komoérki mar-
twe nie potrafig zredukowaé MTT do formazanu, powstaty
sygnat analityczny jest proporcjonalny do ilosci zywych ko-
morek [34]. Oprocz testu MTT, do najczesciej wykorzysty-
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wanych badan zywotnoéci komorek stosuje sie testy oparte
na resazurynie, aktywnosci proteaz oraz detekcji ATP w
komorkach [11,34].

TESTY Z WYKORZYSTANIEM GENU REPORTEROWEGO

W  wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych
testy z genem reporterowym wykorzystywane sa gléwnie
do badar nad ekspresja genéw, a przede wszystkim do ba-
dari nad wptywem danego zwigzku chemicznego na proces
transkrypcji i translacji [8-10]. W testach tych gen reportero-
wy, ktérego ekspresja zalezna jest od promotora badanego
genu, wystepuje w postaci sekwencji DNA kodujacej biatko
umozliwiajace detekcje sygnatu fluorescencji, takie jak np.
biatko zielonej fluorescencji (ang. Green Fluorescent Protein,
GFP) lub sygnatu luminescencji np. biatka lucyferazy Re-
nilla lub Firefly [5,11]. Obecno$¢ sygnalu pochodzacego od
biatka syntezowanego na bazie genu reporterowego, zalez-
na jest wiec od aktywnosci sekwencji promotora, a takze
od ingerencji testowanego zwigzku w mechanizm ekspresji
genu reporterowego [11]. Gen reporterowy najczeéciej wy-
stepuje w postaci plazmidu, bedacego kolista czasteczka
DNA [8,28].

WIELOPARAMETRYCZNE OBRAZOWANIE
MIKROSKOPOWE (HCI)

Wieloparametryczne obrazowanie mikroskopowe jest
przykladem testu przeprowadzanego na liniach komérko-
wych, ktére w ostatnich latach zyskuje na popularnosci.
Wieloparametryczne obrazowanie mikroskopowe (ang.
High-Content Imaging, HCI), nazywane réwniez wielopa-
rametrycznym skriningiem (ang. High-Content Screening,
HCS), a takze wieloparametryczng analiza (ang. High-Con-
tent Analysis, HCA) to szeroka grupa testow, w ktérych
wplyw badanego zwiazku chemicznego okresla sie na pod-
stawie zmian morfologicznych w komoérkach obserwowa-
nych na zdjeciach mikroskopowych [11,36]. W przeciwien-
stwie do standardowych testéw na liniach komoérkowych,
w ktérych mierzona jest intensywno$¢ emisji luminescen-
qji i jej pochodnych uséredniona dla wszystkich komoérek w
dotku, zastosowanie technik mikroskopowych wiaze sie z

uzyskaniem kompleksowych danych numerycznych opi-
sujacych rozmiar, intensywnosé fluorescencji, ksztalt czy
teksture organelli komérkowych dla kazdej komérki znaj-
dujacej sie w dotku [32].

W standardowej procedurze testu pierwszym krokiem
jest wysianie komérek w odpowiedniej gestosci na plytki
wielodotkowe z uzyciem automatycznych dyspenseréw
cieczy [36]. Po wysianiu, do komérek dodawane sa testowa-
ne zwiazki chemiczne, réwniez z uzyciem automatycznych
dyspenseréw cieczy. Po kolejnej dobie komoérki wybarwia
sie wybranymi barwnikami fluorescencyjnymi, a nastep-
nie wykonuje zdjecia komorek znajdujacych sie w dotkach
z uzyciem mikroskopu dedykowanego do HCS [11,37]. Po
otrzymaniu zdjeé, kolejnym etapem jest analiza obrazu,
zwana réwniez segmentacja, w ktorej program identyfiku-
je wybarwione struktury komoérkowe oraz ich wlasciwosci
[32,38]. Nastepnie program z uzyciem algorytméw ekstra-
huje dane numeryczne, ktére zawieraja szczegélowe infor-
macje dotyczace wielkosci, dlugosci, ksztattu, powierzchni,
intensywnosci czy tekstury, a takze dane na temat ich or-
ganizacji przestrzennej [11]. Finalnie, z uzyskanych wielo-
parametrycznych danych opisujacych kondycje komoérek
“potraktowanych” bibliotekg zwiazkéw chemicznych, wy-
bierane sa parametry, ktére sa w stanie w najlepszy sposéb
scharakteryzowac¢ to, w jaki sposob testowany zwigzek
wplywa na kondycje komorek [32]. Jednym z najbardziej
zlozonych wieloparametrycznych testéw mikroskopowych
jest technika “Cell Painting”, stworzona przez Instytut Bro-
ad (Broad Institute of Harvard and MIT), w ktérej komoérki
po wysianiu i “potraktowaniu” zwigzkami chemicznymi
wybarwione sg okredlonym zestawem szesciu barwnikéw
fluorescencyjnych. Pozwala to na identyfikacje i uzyskanie
wieloparametrycznych danych opisujacych osiem orga-
nelli w komoérce - jadro komoérkowe, filamenty aktynowe,
blone komoérkows, retikulum endoplazmatyczne, aparat
Golgiego, jaderko, cytoplazmatyczne RNA oraz mitochon-
drium [38]. Przeprowadzenie techniki barwienia umozliwia
zmaksymalizowanie ilosci uzyskanych danych numerycz-
nych opisujacych wlasciwosci organelli, co przektada sie na
bardziej szczegotowy oraz skomplikowany profil morfolo-
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Rycina 2. Przedstawienie poszczegélnych etapéw standardowego testu opartego na wieloparametrycznym obrazowaniu mikroskopowym od wysiania komoérek do anali-
zy danych. Rycine wykonano z uzyciem programu BioRender [https:/ /www.biorender.com]. Zaadaptowano z , The Drug Discovery Process”, autorstwa BioRender.com
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giczny komorek poddanych dziataniu danego zwigzku che-
micznego [32,35,38] (Ryc. 2).

ETAPY OPTYMALIZAC]I SKRININGU

Po wczedniejszym doborze odpowiedniej metodyki oraz
wstepnym przygotowaniu reakcji niezbedny jest szereg
dzialari, aby test uzna¢ za gotowy do wykonania przy po-
mocy badan wysokoprzepustowych. Konieczne jest opraco-
wanie strategii automatyzacji i walidacji testoéw kontrolnych
przed przystapieniem do rozpoczecia skriningu. Jezeli test
nie jest odpowiednio zwalidowany i parametry obliczenio-
we wykaza nieprawidlowosci nie powinno sie rozpoczynac
tego typu badan przy wykorzystaniu HTS [25].

W kolejnej czesci artykulu zostang opisane istotne kroki,
ktore sg kluczowe do odpowiedniej optymalizaciji, walidacji
etapoéw dziatania, analizy danych w taki sposob, by w jak
najbardziej rzetelny sposéb przeprowadzi¢ proces skrinin-
gowy.

DOBOR CZYNNIKOW KONTROLNYCH
REAKCJI DO SKRININGU

Na jakos¢ badan wysokoprzepustowych, interpreto-
wanie danych oraz wyniki analizy wptywa dobér kon-
troli reakcyjnych, poniewaz w oparciu o nie stosuje sie
wzory matematyczne sprawdzajace rzetelnos¢ skriningu
i obliczany jest procent aktywnosci badanych zwigzkéw
chemicznych [25]. Stad kluczowy jest odpowiednio do-
brany zestaw zwiazkéw referencyjnych. W testach sto-
suje sie kontrole pozytywna, reprezentujaca oczekiwany
wynik reakcji i negatywng, czyli niewywotujgca oczeki-
wanego efektu [17]. Naukowcy powinni by¢ $wiadomi
celu poszukiwanego w badaniach i zastanowié¢ si¢ nad
najlepszym wyborem kontroli reakcyjnych. Przykla-
dowo, w identyfikacji inhibitoré6w mozna jako kontro-
le pozytywna wykorzysta¢ inny komercyjnie dostepny
zwiazek chemiczny wykazujacy inhibicje danego proce-
su biochemicznego. Ma to na celu wskazanie zwigzkow
o podobnym dziataniu lub hamujacych reakcje w wyz-
szym stopniu niz wybrana kontrola. W przypadku, gdy
nie mamy komercyjnie dostepnej substancji hamujacej
reakcje, lub miesci sie ona poza zakresem budzetowym
albo jest niedozwolona w uzyciu, mozna zastosowac re-
akcje chemiczng bez dodatku enzymu reakcyjnego [39].
Nieprawidlowy dobér kontroli jakosci testu moze spo-
wodowacé strate czasu, duzych naktadéw finansowych
oraz zasobow. Dodatkowo rozmieszczenie kontroli na
plytkach monitoruje i pomaga wychwytywac bledy tech-
niczne podczas procesu skriningowego [17].

MINIATURYZACJA PROCESU

Ze wzgledu na wysokie koszty badan wysokoprzepusto-
wych badacze daza do zmniejszenia objetosci reakcji, a co
za tym idzie iloéci odczynnikéw potrzebnych do jej wyko-
nania. Miniaturyzacja to technologia opierajaca si¢ na uzy-
ciu w metodyce minimalnych objetoéci reakcyjnych przy
otrzymaniu wiarygodnych wynikéw podczas testowania
duzej ilodci zwigzkéw chemicznych. Rozwéj miniaturyzacji
wprowadza wykorzystanie mikroptytek wielodotkowych
zwiekszajac tym samym czutos¢ reakcji i redukujac koszty
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calego procesu [8,12,40]. Pierwszym etapem jest wybor ilo-
Sci dotkéw reakeyjnych znajdujacych sie na plytce pomia-
rowej. Wsréd komercyjnie dostepnych wariantéw w pro-
cesie miniaturyzacji coraz czesciej wykorzystuje sie plytki
w formacie 384, 1 536 i 3 854-dotkowym [8]. Im wigksza
ilos¢ studzienek na plytce, tym mniejsza objetos¢ finalnie
zuzywanych odczynnikéw. Przykladowo, objetos¢ reakeji
zmniejsza si¢ z 10-20 ml na uzupelnienie wszystkich dot-
koéw plytki 384-dotkowej do < 2ml na plytce 1 536-dotkowej
[25] (Ryc. 3).
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy przykladowe formaty pltytek wielodotko-
wych i przeskalowanie badari do wykorzystania skriningowego. Przyktady pty-
tek wielodotkowych przed etapem miniaturyzacji wykorzystywanych w labora-
torium (z lewej). Przeskalowanie i optymalizacja do mniejszej objetosci reakcyjnej
na plytki z wiekszg ilosciag dotkow (z prawej). Rycine wykonano z uzyciem pro-
gramu BioRender [https:/ /www.biorender.com].

Dozowanie ptynéw w tak matych objetosciach w za-
leznosci od metodyki reakcyjnej moze by¢ trudniejsze i
wymagaé bardziej wyspecjalizowanej aparatury. Prze-
szkode w wykonywaniu testéw moga stanowi¢ zwigzki
lepkie, pieniace sie lub rozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach organicznych. W przypadku testéow opartych na
hodowlach komérkowych naukowcy mierza sie réwniez
z tzw. efektem brzegowym plytki, ktorego skutkiem jest
nier6wnomierna proliferacja komoérkowa [8]. Czesto ko-
morki bedace na brzegach i krawedziach plytek rosna
szybciej niz te w pozostalej czesci plytki, wynika to z
nierdwnomiernego parowania cieczy w obrebie wnetrza
plytki. W zwiazku z tym w przypadku skriningu komor-
kowego najczesdciej wybiera sie jednak ptytki 384-dotko-
we zamiast formatu 1 536-dotkowego, poniewaz efekt
brzegowy jest mniejszy [8,12]. Calkowita wydajnosé be-
dzie ostatecznie zaleze¢ od réznych czynnikéw technicz-
nych w tym uzywanego sprzetu (np. szybkosé czytnika
plytek) i wlasciwosci samej metodyki badawczej takiej
jak stabilnos¢ odczytu czy dostepnosé odczynnikéw [36].
Oproécz zmniejszenia kosztéw eksperymentéw, miniatu-
ryzacja zapobiega niepotrzebnemu zuzywaniu cennych
zasobow zwiazkéw lub odczynnikéw oraz zmniejsza
ilos¢ utylizowanych odpadéw [12].
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy dobor plytek w badaniach wysokoprzepustowych w zaleznosci od metodyki badawczej [36]. Rycine wykonano z uzyciem programu
BioRender [https:/ /www.biorender.com]. Zaadaptowano z , The Drug Discovery Process”, autorstwa BioRender.com (2024). Zrédto: https:/ /app.biorender.com/bioren-

der-templates.

WYBOR PEYTEK SKRININGOWYCH

Dobér ptytek wielodotkowych nie zalezy tylko i wy-
facznie od ilosci dotkéw na plytce i najnizszych kosztow,
ale réwniez materiatu, z jakiego wykonana jest plytka. Mi-
kroplytki przeznaczone do testéw biologicznych powin-
ny posiada¢ okreslone wlasciwosci takie jak: stabilnos¢ w
réznych warunkach temperatury i wilgotnosci, ksztatt dna
dotka: F-ksztaltny (ptaski), U-ksztaltny, V-ksztalttny, lub C-
-ksztattny oraz kompatybilnoé¢ z odczynnikami chemicz-
nymi, ktére sa wykorzystywane w badaniu [36]. Ponadto, w
testach fluorescencyjnych istotnym parametrem jest dobér
plytek z niska autofluorescencja oraz dopasowanie do de-
tekeji optycznej sygnatu [36,41]. Dla modeli biologicznych
waznym parametrem sa plytki adherentne do prowadzenia
kultur komérkowych, lub tez dla bardziej wymagajacych
linii - ptytki pokryte dedykowana powloka zwiekszajaca
przyczepnosé komorek do podioza [11,42]. W zaleznosci od
testu oraz preferowanego systemu detekcji wybor tworzy-
wa jest istotnym czynnikiem. Mozna wyrézni¢ tworzywa,
takie jak: polistyren (PS), polipropylen (PP), cykliczny ko-
polimer olefinowy (COC), czy cykliczny polimer olefinowy
(COP) [41]. By zmaksymalizowa¢ ogélny sukces testu oraz
zminimalizowaé zmiennos¢ i niewladciwe interpretacje od-
czytu sygnatu, nalezy pamieta¢ o prawidlowym dobraniu
powierzchni mikroptytek.

Wybér koloru ptytki nie jest czynnikiem przypadkowym,
lecz zaleznym od metodyki badawczej. Mikroplytki dostep-
ne sa w réznych kolorach: czarnym, bialym oraz szarym
[41]. Do odczytéw luminescencyjnych najczesciej stosuje
sie plytki biale, bowiem minimalizuja problemy zwiazane
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z przechodzeniem mierzonego sygnatu na sasiednie dotki
[36]. Jednoczesnie kolor biaty wzmacnia sygnat luminescen-
ji poprzez lepsze odbicie §wiatla. Ptytki czarne nadaja sie
do pomiaréw fluorescencyjnych, poniewaz nie wymagaja
dodatkowego wzmocnienia sygnatu. Podobnie jak w przy-
padku biatych ptytek, kolor czarny chroni przed przecho-
dzeniem sygnaléw pomiedzy dotkami [41]. Kolor szary jest
proba kompromisu pomiedzy modelami czarnymi i biaty-
mi, gdy wymaga tego dany system detekcji w niektérych
modelach badawczych, jest réwniez rzadziej stosowany.
Podczas pomiaréw absorbancji nie pojawiaja si¢ problemy
zwigzane z intensywnoscig sygnatu zaburzajaca odczyty
w dotkach sasiadujacych ze soba. Dodatkowo Zrédlo prze-
chodzacego swiatla pada od dotu plytki stad konieczne jest
wykorzystanie plytek przezroczystych [36,41]. Produkowa-
ne sa réwniez plytki czarne z przezroczystym dnem, co ma
zastosowanie w testach komoérkowych z wykorzystaniem
mikroskopii fluorescencyjnej, pozwalajacej na obserwacje
komorek, ocene fenotypu komérkowego lub optymalizacje
gestosci wysiania komorek [11,33,36,41] (Ryc. 4).

KONTROLA JAKOSCI SKRININGU

Wysokoprzepustowe badania przesiewowe sa jedna z
najbardziej efektywnych strategii w identyfikacji zwiazkéw
biologicznie czynnych. Wiaze sie to natomiast z genero-
waniem duzej iloéci danych, a skala tych badann wymaga
odpowiedniej kontroli jakosci otrzymanych wynikéw skri-
ningowych z zachowaniem ich istotnosci statystycznej [43].
W tym celu uzywa sie réznych parametrow statystycznych,
ktére umozliwiaja ocene jakosci otrzymanych wynikéw, a
ich odpowiednia kontrola pozwala na unikniecie powtérze-
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Tabela 1. Kryteria wykorzystywane w HTS do oceny jakosci testu potwierdzajace akceptacje optymalizacji warunkéw eksperymentu do rozpoczecia badan wysokoprze-
pustowych. Kryteria te sa wykorzystywane przez jednostki skriningowe i farmaceutyczne zaréwno do testow komorkowych jak i biochemicznych [25,43,45].

Parametr Komentarz

Kryterium

Wspotczynnik zmiennosci (%CV) <10%

Obliczone dla powtérzen reakcji i osobno dla kontroli dodatniej
Wartos¢ graniczna jest tez zalezna od modelu biologicznego

Odchylenie standardowe

Im mniejsze odchylenie tym lepszej jakosci dane

nia procesu. Zanim przeprowadzi si¢ taki skrining warto
réwniez postuzy¢ sie tymi parametrami na etapie optyma-
lizacji i adaptacji testu molekularnego do procesu skrinin-
gowego [41].

Dopiero po uzyskaniu powtarzalnych i akceptowalnych
wynikéw mozna uznaé¢ optymalizacje za zakoriczona, a
odpowiednia kontrola jakosci na tym etapie pozwala na
zniwelowanie potencjalnych btedéw w trakcie skriningu
[44]. Taki test charakteryzuje sie mozliwie uproszczong pro-
cedura (mniej krokéw w procedurze skutkuje mniejszym
obarczeniem testu potencjalnymi btedami), dokladnoscia,
a uzyte kontrole negatywne i pozytywne powinny rézni-
cowad sie na tyle, by méc zaobserwowacé oczekiwany efekt
biologiczny badanych zwigzkéw [25] .

Kluczowym i oczekiwanym rezultatem wykonywanego
skriningu jest otrzymanie réznic w otrzymanych wynikach
populacji zwigzkéw potencjalnie aktywnych oraz tych,
ktére nie wywoluja oczekiwanego efektu [12]. Obie popu-
lacje testowanych zwiazkéw po obliczeniu ich procentu ak-
tywnosci normalizujac otrzymane wyniki do stosowanych
kontroli powinny réznicowac sie na tyle, by mozliwe byto
wyznaczenie istotnej statystycznie granicznej wartosci pro-
centu aktywnosci, ktéra pozwala na jasne okreslenie aktyw-
noéci takiego zwiazku [25].

Wiasciwym podejsciem do interpretacji danych przesie-
wowych jest wykorzystanie odpowiednich narzedzi staty-
stycznych w analizie eksperymentéw. Jednym z nich jest
parametr Z’, ktory jest miarg réznicowania sie obu zastoso-
wanych kontroli [12,25].

(3« kentroli dodatniej + 3+ kontroli ujemnej)

Z'=1-

|u kentroli dodatniej — p kontroli ujemnej|

gdzie o to odchylenie standardowe, p to $rednia dla odpo-
wiedniej kontroli. Warto$¢ wspoélczynnika Z’ jest ocena ja-
kosci otrzymanych wynikéw dla kazdej testowanej plytki.
Bezwymiarowa skala tego parametru miesci sie w zakresie
0-1 [5]. Z” pozwala na ocene jakosci testu molekularnego
(czy test ten jest przystosowany do uzycia w HTS) oraz wy-
konanego skriningu. Monitorowanie jego wartosci umozli-
wia nam wytypowanie plytek wymagajacych powtorzenia,
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a jego tendencje pozwalaja na weryfikacje btedéw technicz-
nych zwigzanych z automatycznym systemem dozowania
cieczy [5,25]. Wyniki wieksze badz réwne 0,5 potwierdzaja
dobrg jakos¢ otrzymanych wynikéw, natomiast wyniki po-
nizej 0,5 $wiadcza o slabszej jakosci eksperymentu lub sa
catkowicie nieakceptowalne [43]. Wspotczynnik Z” okreéla
czuloéé, powtarzalnosé wynikéw na réznych plytkach oraz
wydajnos¢ testu. Parametr ten jest standardem obliczenio-
wym we wszystkich grupach badawczych wykonujacych
badania wysokoprzepustowe [25,42].

Podstawe wiarygodnego testu stanowi wspoéiczynnik
zmiennosci (%CV), co potwierdza odpowiednie dozowanie
odczynnikéw, czyli sprawdza dzialanie sprzetu automa-
tycznego oraz czy czytniki dzialaja prawidtowo.

CV (%) = E * 100

7

gdzie o to odchylenie standardowe, p to $rednia dla odpo-
wiedniej kontroli [5].

Innym parametrem obliczeniowym jest stosunek warto-
ci sygnalu obu kontroli tzw. stosunek sygnatu (kontrola
pozytywna) do tfa (kontrola negatywna) S/B (ang. signal to
background) [5,25]. Niskie réznice tego parametru §wiadcza
o slabej jakosci testu, poniewaz nie zostaje zapewniona od-
powiednia przestrzeri do wychwycenia aktywnosci badanej
substangji i rozréznienia tta reakcyjnego [25]. Zebrane kry-
teria sg zestawione w Tabeli 1.

Podczas wykonywania badani wysokoprzepustowych
z wykorzystaniem wiekszej ilosci ptytek moga pojawic sie
bledy zwiazane ze sprzetem, przykladowo z dyspenserami
cieczy. Obserwuje sie wtedy efekt sygnalowy odbiegajacy
od normy w postaci kolumn, wierszy lub powtarzajacych
sie miejsc na plytce w przypadku pluczek wieloigtowych.
Tendencje otrzymanych wynikéw zwigzane z ich rozmiesz-
czeniem na plytce to tzw. efekt plytki [43]. Bagatelizowanie
tego typu wynikéw moze zaburzy¢ analize danych dla cale-
go skriningu, stad bardzo wazne jest wychwycenie tych ble-
déw. Dlatego kluczowym etapem jest wizualizacja danych
dla catych plytek, co stanowi kontrole procesu. Istnieje kilka
metod obliczeniowych, ktore staja sie przydatne w korekcji
danych lub wyselekcjonowaniu odstajacych wynikéw po-
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Rycina 5. Przykladowy schemat automatyki wykorzystywanej w laboratoriach HTS. W obrebie ramienia robotycznego sa podlgczone i zintegrowane sprzety wykorzysty-
wane w procesie skriningowym. Rozmieszczenie, rodzaj sprzetéw oraz systemy automatyzacji sg zalezne od zapotrzebowania danego laboratorium. Rycine wykonano z

uzyciem programu BioRender [https:/ /www .biorender.com].

magajacych zwizualizowaé nieprawidlowosci i skfoni¢ do
powtorzenia konkretnych ptytek reakcyjnych [43,46]. Wie-
cej szczegdtowych informacji o dyspenserach cieczy oraz
wizualizacji danych w analizie skriningowej zostanie omo-
wionych w dalszych rozdziatach publikagji.

WALIDACJA PROCESU PRZED
ROZPOCZECIEM SKRININGU

Przed rozpoczeciem procedury skriningowej nalezy
ostatecznie upewnic sie, ze przygotowane dzialania sa po-
wtarzalne i nadajq sie do testowania duzej grupy zwiazkéw
chemicznych [5]. Eksperymenty walidacyjne wykonuje sie
w trzech réznych dniach najlepiej przez rézne osoby. Ze-
staw plytek walidacyjnych powinien sklada¢ sie z wiekszej
ilosci kontroli ujemnych i dodatnich rozmieszczonych na
calej plytce pomiarowej. Po wykonaniu doswiadczen nale-
zy sprawdzi¢ powtarzalnos¢ wynikow, czy sa zachowane
wszystkie kryteria skriningowe. Jezeli parametry mieszcza
sie w granicach akceptowalnych oraz nie wystepuje opisa-
ny wczeséniej efekt plytki, mozna uznac etapy optymalizacij,
miniaturyzacji i automatyzacji za zakoriczone i test jest go-
towy do badan wysokoprzepustowych [39].

AUTOMATYZACJA PROCESU SKRININGOWEGO

Automatyzacja stanowi podstawe eksperymentéw mi-
kroilosciowych oraz analiz na szeroka skale. HTS integruje
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ze soba szereg ciaglych i zautomatyzowanych operaciji eks-
perymentalnych. Sprzet wykorzystywany w skriningach
obejmuje systemy do przenoszenia/dozowania cieczy,
wielofunkcyjne czytniki ptytek obstugiwane z poziomu de-
dykowanych do tego programow [4]. Ponadto w petli au-
tomatycznej posiadajgcej w systemie ramiona robotyczne
moga zosta¢ zaadaptowane urzadzenia takie jak: dyspense-
ry, wiréwki, maszyny do reakcji PCR, lodéwki, zamrazarki,
zaklejarki plytek, czy etykietownice [4,41]. Centralne ramie
robotyczne jest wyposazone w chwytak umozliwiajacy
przenoszenie plytek wielodotkowych pomiedzy zaadapto-
wanymi sprzetami automatycznymi umieszczonymi w za-
siegu pracy robota [10] (Ryc. 5).

W momencie miniaturyzacji proceséw oraz przechodze-
nia na mniejsza skale ptytek, doktadne i precyzyjne obcho-
dzenie sie z cieczami jest istotne, poniewaz pozwala zacho-
waé powtarzalnosé wykonywanych testéw. Dlatego proces
automatyzacji i miniaturyzacji takiego testu przeprowadza
sie rownolegle [8,31,40].

Celem automatyzaciji jest zniwelowanie krokéw manual-
nych oraz zapewnienie powtarzalnosci wynikéw poprzez
wyeliminowanie btedu ludzkiego [4]. Robotyzacja dodatku
cieczy okazata sie bardzo przydatna spetniajac warunki au-
tomatyzacji, powtarzalnosci i duzej przepustowosci na tak
konkurencyjnym rynku jak nauki przyrodnicze [31,40]. Au-
tomatyka musi by¢ dopasowana do potrzeb i mozliwosci
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Rycina 6. Przedstawienie kolejnosci wykonywania standardowych dziatann w skriningach wysokoprzepustowych. Rycine wykonano z uzyciem programu BioRender
[https:/ /www.biorender.com]. Zaadaptowano z , The Drug Discovery Process”, autorstwa BioRender.com (2024). Zrodto: https:/ /app.biorender.com/biorender-tem-

plates.

laboratorium oraz dostosowana do wymagan testu moleku-
larnego. Bardzo waznym aspektem jest mieszanie sie cieczy
w dotkach podczas ich dodatku na ptytki [4]. Jednakze nale-
zy pamietac o tym, ze niektore biatka moga by¢ wrazliwe na
zbyt intensywne parametry ich dodawania. Z tego wzgledu
trzeba znalezé kompromis pomiedzy odpowiednim mie-
szaniem cieczy w dotku, a sposobem dozowania w danym
doswiadczeniu, stad istotny jest zaréwno wybor sprzetu jak
i optymalizacja parametrow wybranego urzadzenia [44].

Dozowanie mozna réwniez przeprowadzi¢ dzieki meto-
dzie kontaktowej lub bezkontaktowej, przy czym wariant
bezkontaktowy pozwala unikngé zanieczyszczenia krzyzo-
wego pomiedzy dotkami na plytce. Obstuga cieczy za po-
moca urzadzen automatycznych moze odbywac sie na kilka
sposobéw, zaréwno poprzez pipetowanie jak i za pomoca
fal akustycznych, a obie techniki nadaja sie do nanoszenia
bardzo matych objetosci cieczy [31,40]. Do dozowania cie-
czy na plytki wielodotkowe wykorzystuje sie automatyczne
dyspensery. W swojej budowie najczeéciej posiadaja pompy
perystaltyczne wykorzystujace wypornos¢ i éciskajace ela-
styczna rurke przy pomocy obracajacych sie rolek. Pompo-
wany plyn utrzymuje sie w rurkach pomiedzy przesuwa-
niem plytki wielodotkowej, dlatego nie dochodzi do kon-
taktu zewnetrznego pomiedzy dotkami. System rurek w 1a-
twy spos6éb mozna demontowac i wymienia¢. W przypadku
dyspenseréw akustycznych metodyka opiera si¢ na transfe-
rze kropli cieczy o objetosci 1-10nl z plytki bibliotecznej na
plytke docelowa (skriningowa). Dozowanie kropli zachodzi
bardzo szybko poprzez przyrost wielkosci naktadanych na
siebie kropel [41].

Skriningi mozna wykonywac na rézne sposoby z wyko-
rzystaniem automatyki np. poprzez zastosowanie pelnej in-

tegracji procesu, obstugiwanie ptytek odpowiednimi partia-
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mi oraz w sposéb poélautomatyczny. Systemy te réznig sie
w zaleznosci od funkdji takich jak mozliwoé¢ pozostawienia
procesu do samodzielnego dziatania bez ingerencji cztowie-
ka, elastycznosé, zlozonos¢ oraz ilosé zadan. Przykladowo
w trybie wsadowym proces jest zalezny od pracy cztowieka
poprzez wkladanie stoséw plytek pomiarowych, co wigze
sie z dodatkowq iloscig etapow wykonywanych manualnie.
Z drugiej strony pelna integracja z automatyka pozwala na
wiele krokéw automatycznych z wykorzystaniem ramion
robotycznych, co umozliwia wydluzenie czasu pracy catego
procesu [8].

ETAPY SKRININGU

Zwykle badania wysokoprzepustowe HTS dzieli sie na
trzy etapy. Pierwszy etap to podstawowe badanie przesie-
wowe inaczej nazywane skriningiem pierwszorzedowym
(ang. primary screening), drugi to ponowne badanie w celu
potwierdzenia trafnosci wytypowanych zwigzkéw (ang.
hit confirmation). W ostatnim kroku wykonuje sie walidacje
potwierdzonych trafieri i przetestowanie ich w szerokim
zakresie stezefi w celu wytypowania stezenia wywolujace-
go polowe oczekiwanego efektu (IC,, i EC,). Parametr IC,
(ang. inhibitory concentration at half maximum) okresla steze-
nie badanego zwiagzku, ktére jest konieczne aby zahamowacé
aktywnosé¢ o 50%. Natomiast, EC,; (ang. effective concentra-
tion at half maximum) jest to takie stezenie substancji, ktore
wywotuje 50% maksymalnej odpowiedzi [47].

W skriningu pierwszorzedowym testuje sie calg wybra-
na biblioteke zwiazkéw chemicznych zazwyczaj w jednym
powtorzeniu, w tych samych warunkach przy wykorzysta-
niu zoptymalizowanej wczeéniej procedury i automatyza-
qji. Selekcje potencjalnie aktywnych zwiazkéw dokonuje sie
poprzez przekroczenie wyznaczonej granicznej wartosci %
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aktywnosci badanego zwiazku, ktéra réznicuje populacje
potencjalnie aktywnych i nieaktywnych substancji [48].

W statystyce mozna wyrézni¢ dwa rodzaje btedéw, ktére
moga pojawi¢ sie podczas interpretacji danych. Sa to wcze-
$niej juz wspomniane wyniki falszywie dodatnie i falszywie
ujemne. W badaniach wysokoprzepustowych wynik falszy-
wie dodatni oznacza wytypowanie badanego zwiazku jako
aktywny, jednak tak naprawde nie wykazuje on Zzadnej ak-
tywnosci. Natomiast wynik falszywie ujemny jest bledem,
polegajacym na niezidentyfikowaniu faktycznej aktywnosci
i tym samym oznaczenie aktywnego zwigzku jako nieak-
tywny. By zminimalizowac ryzyko nieprawidlowych ozna-
czeni, idealnym rozwigzaniem jest przetestowanie badanych
zwigzkéw chemicznych w dwéch powtérzeniach. Jednak ze
wzgledu na duze iloéci testowanych substancji i nakladéw
finansowych nie zawsze jest to mozliwe podczas pierwsze-
go etapu skriningu [9].

Po wykonaniu skriningu pierwszorzedowego kolejnym
etapem jest potwierdzenie aktywnosci wyselekcjonowa-
nych zwigzké6w. Polega na ponownym przetestowaniu w
kilku powtérzeniach substancji bibliotek chemicznych o
potencjalnym dziataniu w danym modelu badawczym. Ce-
lem jest wyeliminowanie wynikéw falszywie dodatnich.
Skrining potwierdzajacy wykonuje sie w tych samych wa-
runkach co skrining pierwszorzedowy. Jezeli trafienie zo-
stanie potwierdzone, dana substancja zostaje wytypowana
do dalszych testow [8,11]. Tak wyselekcjonowane zwiazki
testowane sa nastepnie w etapie trzecim, w ktérym bada sie
zakres stezen i oblicza wartosci EC50 dla kazdej substancji
[10] (Ryc. 6).

Postepy w wysokoprzepustowych badaniach przesie-
wowych umozliwily oznaczenie duzej grupy zwigzkéw
chemicznych wykazujgcych dziatanie zalezne od badanego
stezenia: dawka-odpowiedzZ (ang. dose response). Kombina-
¢je oceniajace r6zny zakres aktywnosci zalezny od stezenia
daja bardzo wiele informacji na temat dzialania danych sub-
stancji i przyczyniaja sie w ogromnym stopniu do poszuki-
wania dobrych kandydatéw na leki [49].

Do odrzucenia artefaktéw falszywie dodatnich mozna
réwniez dodatkowo przeprowadzié¢ kontr-skrining (ang.
counter screening). Proces ten ma kluczowe znaczenie dla
eliminacji zwigzkéw zaklécajacych odczyty w zastosowa-
nej technologii przesiewowej (interferencja technologii
testowej). Kontr-skirining méwi nam o interferencji ba-
danego zwiazku z przeprowadzanym testem i systemem
jego detekcji. Podczas skriningu pojawiajace sie wyniki
falszywie dodatnie moga wynika¢ z wtasciwosci zwiaz-
kéw chemicznych, dlatego wazna jest ich szczegélowa
charakterystyka. Wykonanie tego rodzaju skriningu na-
stepuje bez obecnosci np. badanego biatka, dzieki temu
mozna oceni¢ czy wlasciwosci badanego zwiazku daja
odpowiedZz w przeprowadzanym teécie. Kontr-skrining
pozwala na wychwycenie zwiazkéw chemicznych daja-
cych sygnat pozytywny jednak wynikajacy przyktadowo
z autofluorescencji, wygaszania sygnalu, wygaszania tle-
nu singletowego, rozproszenia $wiatlta. W takich przy-
padkach wyniki dodatnie nie wynikaja z faktycznej re-
akqji i trafienia wyznaczonego celu molekularnego, lecz
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metodologii odczytu [35,50]. Istniejg rowniez tzw. skri-
ningi ortogonalne (ang. orthogonal screening), ktérych ce-
lem jest zastosowanie komplementarnych technologii do
potwierdzenia specyficznej bioaktywnosci na podstawie
wczeéniej wytypowanych hitéw w badaniu przesiewo-
wym [35].

ANALIZA IWIZUALIZACJA DANYCH
SKRININGOWYCH

W badaniach przesiewowych mamy do czynienia z
duza iloscia wygenerowanych danych skriningowych.
Do wlasciwej identyfikacji zwigzkéw potencjalnie aktyw-
nych niezbedne sa odpowiednie narzedzia analityczne.
Ocene aktywnosci oznacza si¢ na podstawie kryteriow
odciecia, czesto z trzema odchyleniami standardowymi
w stosunku do $redniej procenta inhibicji (30). Istniejq
réwniez alternatywne formy selekcji zwigzkéw na pod-
stawie odciecia, jednak konieczna jest dodatkowa wiedza
z zakresu biostatystyki. Liczaca zwykle od setek do setek
tysiecy danych liczbowych analiza wymaga umiejetnosci
prawidiowej selekcji zwiazkéw, aby uzyskaé mniejszy
podzbiér do dalszych etapéw eksperymentalnych. Pro-
ces ten opiera sie wykorzystaniu metod statystycznych,
czasami metod chemometrycznych czy chemoinformaty-
ki [13]. Nalezy obliczy¢ wspoétczynnik Z” dla kazdej ptytki
skriningowej, jezeli wyniki nie mieszczg si¢ w standar-
dzie wczesniej opisanych kryteriéw kontrolnych nale-
zy powtoérzy¢ proces dla wytypowanych plytek [25]. By
prawidlowo poréwnywac ze soba wyniki znajdujace sie
na réznych ptytkach nalezy obliczy¢ % inhibicji lub akty-
wagji, ktory w duzej mierze zalezy od jakosci danych w
dotkach kontrolnych [43]. Na podstawie obliczeri dopaso-
wanych do metodyki badan, zwiazki chemiczne w skri-
ningu wysokoprzepustowym oznaczane sg jako aktywne,
nieaktywne lub niejednoznaczne [51].

By zidentyfikowac¢ powstaly efekt plytki wspomniany
podczas kontroli jakosci parametréw skriningowych, naj-
lepsza metoda jest wspomniana wyzej wizualizacja da-
nych. Jest to weryfikacja wygenerowanych wynikéw, nie
tylko w trakcie optymalizacji procesu, ale réwniez jako
kontrola jakosci po wykonanym skriningu. Ze wzgledu
na utrate prawdziwego sygnalu, dotki na plytce z ar-
tefaktem nalezy wykluczy¢ i usungé z analizy lub wy-
typowaé plytki skriningowe do powtérzenia. Podczas
kontroli wizualnej tzw. mapy ciepla (ang. Heat map), lo-
kalne artefakty wewnatrzptytkowe oznaczone jako tra-
fienia wystepuja jako obszary obejmujace sasiadujace ze
soba regiony na plytce. Im wiekszy obszar, tym mniejsze
prawdopodobienistwo prawidtowego odczytu, poniewaz
biblioteki chemiczne sg tak zaprojektowane na ptytkach,
by uwzgledni¢ réznorodnosé¢ chemiczng. Prawidlowe
cele wynikéw skriningowych przy testowaniu bibliotek
zwigzkéw nie przekraczaja zwykle 1% wynikoéw. Usuwa-
nie artefaktéw tylko wizualnie moze by¢ bardzo pomoc-
ne i niezawodne, ale rowniez bardzo pracochtonne. Stad
istnieja badania nad polaczeniem standardowych technik
przetwarzania obrazu z wynikami symulacji statystycz-
nej w celu usuniecia btednych trafieni skriningowych bez
interwencji czlowieka [45].
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PROGRAMY DO ANALIZY HTS

Ze wzgledu na wysoki proces automatyzacji oraz dostep
do bibliotek chemicznych skladajacych sie z setek tysiecy
zwigzkéw do przetestowania, analiza danych i identyfika-
¢ja hitéw jest procesem wieloetapowym oraz bardzo zio-
zonym [52]. Ilo§¢ przetestowanych zwigzkéw przeklada
sie na duza iloé¢ wygenerowanych danych, co wymaga
zastosowania zaawansowanych narzedzi, ktére pozwola na
ich przetworzenie, przeprowadzenie analizy, wizualizacje
i prawidlowgq interpretacje. W zwiazku z tym, do analizy
danych uzyskanych z badarn HTS pozadane sa programy,
ktore sa relatywnie proste w obstudze i przyjazne dla uzyt-
kownika. Dodatkowo, ze wzgledu na réznorodnos¢ testéw
oraz systemow detekcji, preferowane sg programy, wy-
kazujace sie duza elastycznoscia, w ktérych poszczegdlne
kroki mozna fatwo modyfikowac¢ w zaleznosci od potrzeb.
W badaniach HTS istotnym elementem jest kontrola jako-
§ci danych, w zwiazku z tym wykorzystywane programy
powinny umozliwiaé przeprowadzenie zaawansowanych
obliczenr statystycznych. Jednym z podstawowych pro-
graméw do analizy danych jest ogélnodostepny i darmo-
wy program KNIME. Pozwala on na stworzenie pelnego
procesu analizy danych (od organizacji danych surowych
do ich wizualizacji) poprzez wbudowane moduly, bez ko-
niecznosci znajomosci programowania (https://www.kni-
me.com/solutions/ versatile-and-open-analytics-life-scien-
ces). Kolejnym popularnym oprogramowaniem w analizie
danych jest Spotfire (TIBCO) (https://www.spotfire.com),
ktory jest wykorzystywany przede wszystkim do przepro-
wadzenia zaawansowanej wizualizacji uzyskanych danych.
Jest to szczegodlnie istotny element kontroli jakosci danych
pochodzacych ze skriningu, poniewaz pozwala ona na
dokladniejsze i tatwiejsze, wizualne monitorowanie jako-
Sci setek tysiecy pojedynczych wynikéw w celu oceny czy
procedura skriningowa zostala wykonana poprawnie [28].
Obecnie wiele firm wprowadza rozwigzania programowe
umozliwiajace analize oraz zarzadzanie otrzymanych da-
nych skriningowych.

SZTUCZNA INTELIGENCJA

Od lat 60. XX wieku sztuczna inteligencja (ang. Artificial
Intelligence, Al) znalazla zastosowanie w chemii medycznej
w projektowaniu zwiazkéw i odkrywaniu lekéw. Obec-
nie zastosowanie sztucznej inteligencji rozszerzylo sie do
analizy obrazu, sterowania robotyka i logistyka proceséw
automatyzacji [8]. Dodatkowo, narzedzia sztucznej inteli-
gencji wykorzystuje sie réwniez do projektowania biblio-
tek zwigzkéw chemicznych [16]. Al jest $cisle powiazana z
procesem poszukiwania nowych lekéw terapeutycznych i
skorelowana z generowanymi danymi skriningéw wysoko-
przepustowych. Dzieki jej zastosowaniu mozna przewidy-
wac trafienia, analizowaé dane i poszerza¢ predykcje. Jest
niezwykle waznym narzedziem w przemysle farmaceu-
tycznym [53].

Sztuczna inteligencja w tematyce HTS znalazla réwniez
zastosowanie w przypadku skriningu opartego na wielo-
parametrycznym obrazowaniu mikroskopowym przepro-
wadzonym na liniach komérkowych. Ze wzgledu na to, ze
technika ta pozwala na obrazowanie oraz obserwacje nawet
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subtelnych zmian morfologicznych w komérkach potrakto-
wanych danym zwiagzkiem chemicznym, iloé¢ wygenero-
wanych szczegélowych danych numerycznych opisujacych
profil morfologiczny komorek staje sie problematyczna dla
naukowcoéw w dalszej analizie i wizualizacji [37]. Obecnie,
do analizy zdje¢ komérkowych uzyskanych w testach HCI
wykorzystuje si¢ algorytmy uczenia maszynowego, kto-
re trenuje si¢ na zestawach obrazéw mikroskopowych w
celu nauki identyfikacji komorek, segmentacji i ekstrakeji
parametrow opisujacych kondycje komorek, a nastepnie
wyborze statystycznie istotnych parametréw. W oparciu
o trening, algorytm dokonuje predykgji jak dany zwigzek
wplynal na fenotyp komoérek, pozwalajac na uzyskanie in-
formacji dotyczacych mechanizmu dziatania okreslonego
zwigzku, a takze pozwala na wyodrebnienie grup (ang. clu-
ster) zwiazkéw o podobnym efekcie [32,37].

PODSUMOWANIE

W procesie opracowywania lekéw istnieje duze zapotrze-
bowanie na wykorzystanie metod o duzej przepustowosci
w poszukiwaniu potencjalnych zwiazkéw terapeutycznych
oraz obnizenie kosztéw calego procesu. Nieprawidlowe
wytypowanie zwigzkéw prowadzi do zuzycia ogromnych
nakladoéw finansowych, straty czasu i ogromu pracy. Gléw-
nym celem skriningéw wysokoprzepustowych jest przete-
stowanie bibliotek chemicznych czesto skladajacych sie z
setek tysiecy kandydatéw na leki w wielu modelach choro-
bowych i szlakach molekularnych. HTS odgrywa ogromna
role na wczesnym etapie poszukiwania i opracowywania
substancji terapeutycznych. Zapewnia ilosciowa i jakoscio-
wa charakterystyke zwiazkéw chemicznych oraz wsparcie
analityczne w badaniach przedklinicznych. Dzieki przeska-
lowaniu i miniaturyzacji procesu pozwala na przetestowa-
nie milionéw zwigzkéw chemicznych obnizajac tez koszty
catego procesu wprowadzenia leku na rynek przez doktad-
na selekcje badanych bibliotek. Automatyzacja i robotyza-
¢ja procesu w badaniach wysokoprzepustowych zwigksza
powtarzalnoéc i przyspiesza prace. Nalezy jednak pamietac
o rzetelnej ocenie parametréw jakosciowych skriningu, sto-
sowaniu odpowiednich kryteriéw analitycznych, kontroli
jakosci na kazdym etapie procesu, wlaéciwie dobranej anali-
zie danych i wizualizacji. Etapy te s kluczowe do prawidto-
wej selekcji badanych zwigzkéw chemicznych, odrzuceniu
wynikéw falszywie dodatnich i falszywie ujemnych. HTS
jest metoda selekcyjng na wczesnym etapie badan, dlatego
niezmiernie wazne jest dobranie odpowiedniej procedury i
zasad, by w jak najlepszym stopniu pomija¢ wszelkie btedy
i eliminowac nieprawidtowe wyniki.
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ABSTRACT

With the development of medicine and the aging population, the demand for more effective therapies is escalating. A tool that facilitates the
discovery and introduction of new therapeutic drugs is High-Throughput Screening (HTS). These tests, consisting of a wide set of various
assays, allow testing hundreds of thousands of compounds in a short period of time. The aim is to accurately identify active compounds that
could become potential therapeutic candidates in the pharmaceutical industry. HTS is the first step in the quest for potential drugs, there-
fore it is one of the crucial tests that determine whether a particular drug candidate will be discovered. In this review, different stages of
high-throughput screening studies will be described, as well as methods utilized in these studies. The necessary steps in the optimization of
these tests, selection of equipment, automation and key quality control parameters for reliably performed screening will also be presented.
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