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IVc. Omówienie celu naukowego i osiągniętych wyników.  
 

1.0.0. Cel badań. 

Przedstawiony do oceny cykl publikacji jest poświęcony badaniom nad zastosowaniem 

empirycznych pól siłowych do przewidywania / wyjaśnienia moleklualnych mechanizmów 

funkcjonowania wybranych białek. W celu uzyskania dostępu do szerokiego materiału 

badawczego, podjąłem współpracę z grupami eksperymentalnymi, gdyż tylko metody 

eksperymentalne są w stanie zweryfikować poprawność przewidywań. Jednocześnie, metody 

teoretyczne są w stanie wyjaśnić molekularne podstawy obserwowanych efektów dając tym 

samym pełen obraz działania badanych układów molekularnych. 

 

2.0.0. Wstęp. 

2.1.0. Rys historyczny oraz geneza empirycznych pól siłowych. 

Metody empirycznych pól siłowych wynikają bezpośrednio z przybliżenia Borna - 

Oppenheimera pozwalającego na matematyczne rozseparowanie ruchu jąder i elektronów [1]. 

W następstwie tego założenia możemy przedstawiać cząsteczki chemiczne, jako naładowane 

sfery połączone ze sobą sprężynkami. Historycznie rzecz ujmując, wszystko zaczęło się  

w 1865 roku, kiedy to August Wilhelm von Hofmann zbudował pierwszy model cząsteczki 

etanu. Model ten był daleki od doskonałości, niemniej jednak pozwalał na zobrazowanie 

wyglądu cząsteczki. [2]. Autorem idei cząsteczek przedstawionych jako naładowane kulki 

połączone ze sobą sprężynkami, jest DQNALD H. Andrews. Taki sposób przedstawiania 

cząsteczek pozwolił mu na wyjaśnienie widm typu Ramana. [3]. Pierwszą symulację 

dynamiki molekularnej przeprowadzili Alder i Wainwright z wykorzystaniem przybliżenia 

kul twardych, w którym atomy mogły oddziaływać ze sobą tylko podczas idealnych zderzeń 

[4]. Jednakże fundamentalną pracą, dającą podstawy opracowaniu empirycznych pól 

siłowych jest publikacja Synder i Schachtschneider, w której autorzy pokazują możliwość 

przenoszenia stałych siłowych wiązań chemicznych pomiędzy cząsteczkami [5].  

 

2.2.0. Funkcja energii używana w empirycznych polach siłowych. 

Współczesne pola siłowe w większości przypadków opierają się o stosunkowo prostą funkcję 

energii (patrz Równanie 1).  
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Równanie 1. Funkcja służąca do obliczania energii potencjalnej w przybliżeniu empirycznych pól 

siłowych. Es –energia odkształcenia wiązania, Eb – energia odkształcenia kąta walencyjnego, Eel – 

energia oddziaływań typu kulombowskiego, Enp – energia oddziaływań typu van der Waals, 

przybliżoną potencjałem Leonarda-Jonesa, Etor – wkład pochodzący od obrotu wokół wiązań. 

 

Oddziaływania wiążące pochodzące od odkształcenia wiązań oraz kątów walencyjnych 

zostały przybliżone potencjałem harmonicznym. Główną zaletą tego rozwiązania jest bardzo 

niski koszt obliczeniowy, jednakże trzeba pamiętać, iż ten potencjał działa poprawnie  

w stosunkowo wąskim zakresie odkształceń. Oddziaływania niewiążące pochodzące od 

oddziaływań ładunek – ładunek przybliża się zgodnie z prawem Culomba, natomiast 

oddziaływania typu van der Vaals potencjałem Lenarda Jonesa. Zastosowane w równaniu 

potęgi, najlepiej pasują do danych eksperymentalnych. Ze względu na symetrię, wkład 

pochodzący od obrotu wokół wiązań jest obliczany za pomocą funkcji cosinus  

z odpowiednimi współczynnikami oznaczającymi barierę rotacji oraz ilość minimów 

występujących podczas pełnego obrotu. 

Energia układu dana równaniem 1 jest funkcją współrzędnych jąder atomowych. Z uwagi na 

niski koszt obliczeń funkcja ta umożliwia symulowanie stosunkowo dużej (w chwili obecnej 

jest to ok. 106) grupy atomów [6,7]. 

 

2.3.0. Badanie układów molekularnych przy użyciu empirycznych pół siłowych. 

W przypadku empirycznych pól siłowych istnieją dwie klasy metod umożliwiające badanie 

zachowania się układów molekularnych w czasie.  

Metody mapowania adiabatycznego umożliwiają obliczenie konformacji układów 

biologicznych z zadeklarowanymi więzami. Mogą to być więzy nałożone na odległość lub 

kąt. Ich celem jest zawężenie przeszukiwanej przestrzeni konformacyjnej tylko do 

określonego rejonu. Odmianą mapowania adiabatycznego jest metoda aproksymacji stanów. 

W metodzie tej mamy do dyspozycji stan początkowy oraz końcowy układu a następnie za 
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pomocą operacji translacji i rotacji uzyskujemy konformacje na drodze pomiędzy 

zadeklarowanymi wcześniej stanami.  

Drugą klasą metod pozwalającą na symulowanie zachowania się układów molekularnych  

w czasie jest dynamika molekularna. W metodzie tej wykorzystujemy siły, które występują  

w układzie na skutek oddziaływań pomiędzy atomami. Robimy to dokładnie jak w mechanice 

klasycznej, najczęściej korzystając z równań Newtona (Równanie 2).  

)(2

2

rF
dt

rdm ii =  

Równanie 2. Klasyczne równanie ruchu wynikające z II zasady dynamiki Newtona. Przyspieszenie 

zostało tu zapisane, jako druga pochodna położenia po czasie. 

 

Istnieje wiele algorytmów rozwiązujących ten problem, niemniej jednak najprostszym  

i najbardziej efektywnym wydaje się być algorytm Verleta. Najczęściej stosowaną jego 

wersją jest tak zwany algorytm „żabiego skoku”. Algorytm żabiego skoku używa położeń 

atomów w czasie (t) oraz prędkości w czasie (t-Δt) do obliczenia brakujących położeń  

i prędkości, używając sił działających na atomy wyliczanych jako pochodna z funkcji energii 

w symulowanym układzie molekularnym (patrz Równanie 3). 
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Równanie 3. Algorytm Verleta w wersji „żabiego skoku”, Δt – arbitralny krok czasowy. 

 

Na początku symulacji następuje losowanie prędkości początkowych zgodnie z rozkładem 

Maxwella. Co oznacza, że kierunek symulacji (a konkretnie jego początek) w czasie jest 

arbitralny. W konsekwencji ewolucja badanego układu molekularnego może prowadzić do 

innego zestawu konformacji [6,8]. 

  

2.3.1. Czas symulacji. 

Bardzo ważnym aspektem, który powinniśmy uwzględnić w celu dostosowania warunków 

symulacji komputerowej do przeprowadzonego eksperymentu jest czas. Rozwiązując 

równania Verleta musimy uwzględnić krok czasowy symulacji. Zbyt duży krok czasowy 

spowoduje zbyt długie działanie obliczonych sił, bez korekty kierunku, na atomy badanego 
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układu, co spowoduje utratę integralności symulowanego systemu. Efektem będzie 

zakończenie symulacji z błędami. By ograniczyć czas działania sił wykonuje się ich 

aktualizację z czasem wynoszącym ok. 0,1 czasu drgania wiązań kowalencyjnych 

zawierających atom wodoru. Zazwyczaj jest to ok. 1 fs. Niestety czas procesów 

biologicznych, które chcielibyśmy symulować jest znacznie dłuższy i np.: proces zwijania 

białek czy wiązania się ligandów może wynosić nawet 10 s. Oznaczałoby to konieczność 

wykonania 1016 kroków algorytmu. Nawet przy użyciu super-komputerów jest to wykonalne 

w rozsądnym czasie. Dlatego stosujemy różnorodne metody by pomimo ograniczonej skali 

czasowej odwzorować naturalne procesy. Zazwyczaj procesy biologiczne przechodzą przez 

bliżej nieokreśloną liczbę stanów przejściowych. Stany te charakteryzują się pewną 

trwałością, naturalnie spowalniając obserwowany proces. Podczas symulacji komputerowej 

możemy nienaturalnie zwiększyć energię potencjalną takiego układu dając mu tym samym 

możliwość opuszczenia lokalnego minimum. Drugim sposobem jest symulacja układu 

molekularnego, który jest stosunkowo niedaleko minimum globalnego a tym samym 

przeszedł już wszystkie pośrednie stany przejściowe [9,10]. 

 

2.3.2. Otoczenie badanego obiektu molekularnego. 

Badając biomolekuły, takie jak białka, niezbędne jest uwzględnienie naturalnego otoczenia 

badanego obiektu. Większość biomolekuł występuje w środowisku wodnym, dlatego też jak 

najbardziej racjonalne odwzorowanie tego środowiska jest istotne dla prawidłowości 

otrzymanych wyników. Istnieją dwa sposoby na uwzględnienie środowiska wodnego  

w badanym układzie. Pierwszym z nich jest dodanie pewnej liczby cząsteczek wody, która 

będzie otaczać symulowane białko. Istnieje wiele modeli cząsteczek wody, do 

najważniejszych należy zaliczyć: TIP3P, TIP4P, TIP5P, SPC, SPC/E czy F3C różniących się 

między sobą ilością obiektów oraz lokalizacją ładunków punktowych. 

Drugim sposobem jest zastosowanie funkcji matematycznej by „symulowała” obecność wody 

w badanym układzie. Najpopularniejszym matematycznym modelem wody jest Generalized 

Born Surface Area (GBSA) [11,12]. 

 

2.4.0. Zastosowanie empirycznych pól siłowych. 

Przy pomocy empirycznych pól siłowych można przewidzieć / obliczyć następujące 

parametry opisujące badane układy molekularne: 

a) parametry opisujące energetykę: 

 - ciepło właściwe, energię deformacji,  
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 - energię konformacyjną, 

 - wysokości bariery energetycznej oddzielającej poszczególne konformacje. 

b) parametry opisujące geometrię: 

 - geometrię cząsteczek przyjmujących różnorodne konformacje (długości wiązań, wartości 

kątów walencyjnych oraz torsyjnych) w stanie podstawowym, 

 - geometrię cząsteczek w stanie krystalicznym, 

 - geometrię cząsteczek stanach przejściowych, separujących dwie konformacje, 

 - geometrię cząsteczek w bliżej nieokreślonym punkcie czasowym. 

c) parametry opisujące drgania oscylacyjne: 

 - częstości oscylacyjne oraz ich amplitudę. 

d) pozostałe parametry: 

 - powinowactwo chemiczne zależne od konformacji i/lub odkształcenia cząsteczki, 

 - dane termodynamiczne takie jak kinetyka oraz entropia. 

 

2.5.0. Korelacja otrzymanych wyników z danymi eksperymentalnymi. 

Aby wyniki otrzymane z użyciem danego pola siłowego były wiarygodne, musi ono zostać 

skrupulatnie sparametryzowane w oparciu zarówno o obliczenia teoretyczne na wysokim 

poziomie chemii kwantowej małych układów modelujących istotne fragmenty 

przewidzianych do badania klas związków. W tym podejściu powierzchnia energii 

potencjalnej małego układu reprezentuje fragment powierzchni energii potencjalnej badanego 

układu. Drugim źródłem parametrów są dane eksperymentalne. Niewłaściwie wykonana 

parametryzacja sprawi, iż wszystkie uzyskane wyniki nie będą miały sensu fizycznego. 

By przewidywania teoretyczne były poprawne, najważniejsze jest takie dostosowanie naszego 

modelu by w jak najbardziej dokładny sposób odwzorowywał badany obiekt. W tym miejscu 

zawsze stajemy przed wyborem pomiędzy dokładnością modelu a stopniem jego 

skomplikowania. Wraz ze wzrostem ilości składowych modelu oraz stopnia ich 

skomplikowania, rośnie także czas potrzebny na obliczenia komputerowe, które mają ten 

model symulować (patrz Rysunek 1). 

 

 

 

 

 

 



Artur Giełdoń, Załącznik 2A  
 

10 
 

 

 

 

 

 

 
 

Rysunek 1. Diagram obrazujący zależność pomiędzy dokładnością modelu, dostępną mocą 

obliczeniową oraz badanymi właściwościami układu molekularnego. 

 

Wybór sposobu wykonania modelowania badanego zjawiska będzie głównie zależał do trzech 

czynników: pytań na które nasz model będzie miał odpowiedzieć, dokładności tych 

odpowiedzi oraz wykonanych przewidywań a także od dostępnej mocy obliczeniowej. Jeżeli 

wybrany / zbudowany model będzie zbyt prosty, badane zjawisko może nie być przez niego 

wystarczająco oddane. Jeśli model będzie zbyt skomplikowany próbkowanie przestrzeni 

konformacyjnej może być niemożliwe do wykonania. 

W całym przedstawionym procesie poznawczym bardzo istotna jest korelacja z danymi 

eksperymentalnymi. Cały proces najlepiej ilustruje następujący schemat zobrazowany na 

Rysunku 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 2. Diagram obrazujący korelację pomiędzy danymi teoretycznymi a eksperymentalnymi. 

 

W przedstawionym diagramie najbardziej istotna jest korelacja pomiędzy danymi 

eksperymentalnymi a danymi teoretycznymi. W idealnym przypadku jest ona kompletna. Ten 

fakt pozwala na dokładne wyjaśnienie obserwowanych efektów a także waliduje zarówno 

badania eksperymentalne jak i teoretyczne. Jednakże przeważnie korelacja jest częściowa lub 

brak jej wcale. W takim przypadku niezbędne jest powtórzenie/sprawdzenie procesu 

modelowania a także ponowna walidacja lub powtórzenie eksperymentu [13]. 

 badane właściwości 

potrzebna dokładność dostępna moc obliczeniowa 

Stopień skomplikowania 
modelu. 
Wybór pola siłowego. 
Czas symulacji. 

badany obiekt 

model 
badanego obiektu 

eksperyment 

metody 
komputerowe 

dane 
eksperymentalne 

przewidywanie/ 
wyjaśnienie 
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W badaniu zależności struktura / aktywność białek poprawna budowa modelu ma kluczowe 

znaczenie, gdyż tylko wtedy będziemy stanie poprawnie zidentyfikować wszystkie reszty 

aminokwasowe odpowiedzialne za konkretne oddziaływania. Najbardziej optymalnym 

przypadkiem jest dostępność struktury eksperymentalnej badanego białka. Jeśli tak nie jest, 

lub struktura eksperymentalna zawiera braki, niezbędne jest wykonanie modelowania 

molekularnego brakującego fragmentu. Dostępne są dwa główne sposoby by wykonać to 

zadanie. Jest to użycie metod typu „knowledge-based” lub „bioinformatics-based”, w których 

wykorzystujemy dostępne dane eksperymentalne. Najprostszym użyciem „knowledge-based” 

jest modelowanie przez homologię. Można także użyć potencjału opartego na fizyce 

oddziaływań „physics based”, w którym łączymy brakujące fragmenty białka łańcuchem  

w konformacji rozciągniętej a następnie używając naszego pola siłowego znajdujemy 

minimum energetyczne dla naszego białka. W niektórych przypadkach niezbędne jest użycie 

obu metod w sposób sekwencyjny. 

 

2.6.0. Wizualizacja wyników. 

W całym procesie budowy modelu oraz analizy wyników bardzo pomaga wizualizacja. 

Dokładnie jak w przypadku procesu budowy modelu, wybór programu komputerowego 

umożliwiającego „naoczną” analizę wyników będzie zależał od postawionego pytania. 

Dlatego też posiadanie dobrego a jednocześnie niezbyt skomplikowanego narzędzia 

umożliwiającego oglądanie i analizowanie wyników jest równie ważne. 

 

2.7.0. Białka jako badane układy molekularne. 

Białka są najbardziej uniwersalnymi i cząsteczkami, które uczestniczą w niemalże każdym 

procesie odbywającym się w organizmach żywych. Biorą udział między innymi  

w : katalizowaniu procesów biochemicznych, transporcie i magazynowaniu innych 

cząsteczek, obronie immunologicznej, przenoszeniu impulsów nerwowych. Białka pełnią 

także funkcje mechaniczno-strukturalne. Z tego względu szczegółowe poznanie 

mechanizmów ich działania jest kluczowe dla zrozumienia procesów biochemicznych 

zachodzących w organizmach żywych. Struktura białek a co za tym idzie ich funkcja jest 

determinowana przez sekwencję aminokwasową. Podczas procesu fałdowania się, białko 

przybiera odpowiednią strukturę, która umożliwia mu pełnienie wyspecjalizowanej funkcji. 

Analizując oddziaływania pomiędzy łańcuchami bocznymi aminokwasów wewnątrz białek, 

oddziaływania typu białko - ligand a także dynamikę zmian konformacyjnych białka można 

wyciągnąć wnioski odnośnie mechanizmu jego działania. [14,15]. Kolejnym wyzwaniem jest 
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projektowanie, badanie oraz zrozumienie mechanizmów działania cząsteczek, które mogą być 

agonami lub antagonami białek. W tym celu poszukuje się miejsc wiązania tych cząsteczek 

do białek. W większości przypadków możemy mówić o mechanizmie „klucz-zamek”, gdzie 

związany ligand przesuwa równowagę w stronę formy aktywnej (agon) lub nieaktywnej 

(antagon) lub blokując miejsce aktywne białka tym samym wyłączając jego funkcje [15,16]. 

Dokowanie jest matematycznym procesem, który ma za zadanie odpowiedzieć na pytanie 

odnośnie wzajemnego ułożenia w przestrzeni białka i jego liganda. Dokładnie jak  

w przypadku symulowania procesu zwijania białek, tu także wyróżniamy metody oparte na 

fizyce oddziaływań oraz metody modelowania porównawczego. W przypadku metod 

homologicznych wiemy gdzie znajduje się kieszeń wiążąca ligand i zasadniczo nasze pytanie 

skupia się na samej konformacji związanego liganda oraz reszt aminokwasowych z nim 

oddziałujących. Jeśli natomiast miejsce wiązania liganda nie jest znane, musimy wykorzystać 

metody oparte na fizyce oddziaływań. Prawdopodobieństwo danej konformacji białko - ligand 

jest ustalane na podstawie badania statystyk rozkładu względnych orientacji liganda 

względem białka oraz przy użyciu przedstawionej wcześniej funkcji energii a konkretnie 

członów opisujących oddziaływania niewiążące [17,18,19]. 
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3.0.0. Opis dorobku. 

Wyniki przedstawionych do oceny badań zobrazowałem za pomocą schematu 

przedstawionego na Rysunku 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

- dokowanie przy znanym 
miejscu wiązania liganda: 
H1, H8, (3.1.0) 

- badanie aktywacji białka 
wymuszonej aktywatorem: H2, 
H10, (3.3.0) 

- dodanie zaawansowanych 
funkcji do programu do 
wizualizacji danych  

- dokowanie przy nieznanym 
miejscu wiązania liganda: H6, 
H11, (3.2.0) 

- badanie wpływu określonych 
fragmentów białka na proces 
jego aktywacji: H3, H4, H9, 
(3.4.0) 

pochodzących z modelowania 
molekularnego: H7 (3.7.0) 

 - budowa brakujących 
fragmentów białka i wyjaś-
nienie ich funkcji: H5 (3.5.0) 

 

 - badanie oligomeryzacji 
białek: H12 (3.6.0) 

 

 

Rysunek 3. Schemat przedstawiający dorobek habilitacyjny. 

 

3.1.0. Poszukiwanie konformacji białko – ligand przy znanym miejscu wiązania liganda. 

Badanie oddziaływań białko - ligand przy znanym miejscu wiązania znacznie zawęża 

przeszukiwaną przestrzeń konformacyjną czyniąc badania znacznie szybszymi. 

Najpewniejszym źródłem informacji o miejscu wiązania się ligandów są dane 

eksperymentalne. Struktury krystaliczne lub określone widmami NMR stanowią nieocenione 

źródło informacji nie tylko o miejscu wiązania się liganda a także o jego konformacji oraz 

resztach z nim oddziałujących. Takie badania wykonywałem w pracach H1 oraz H8.  

 

3.1.1. Praca H1. 

W przypadku pracy H1 zajmowałem się kompleksem białka S100B z pentamidyną. Białko 

S100B jest członkiem małej rodziny białek S100 (do dzisiaj znanych jest jedynie 25 

badanie oddziaływań 
białko - ligand 

badanie zmian konformacyjnych 
białek oraz korelacji  

z danymi eksperymentalnymi 
wizualizacja  

struktur biomolekularnych 

MODELOWANIE MOLEKULARNE 
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przedstawicieli). Nazwa tych białek wzięła swój początek z faktu, iż pierwszy poznany 

przedstawiciel tej rodziny był rozpuszczalny w 100% nasyconym roztworze siarczanu amonu. 

Białka te wykazują dosyć duże podobieństwo sekwencyjne wahające się w granicach 25-65% 

a także zawierają motyw wiążący wapń „EF”, który składa się z dwóch helis „E” oraz „F” 

połączonych ze sobą 12 resztową pętlą, która wiąże jon wapniowy. Białko S100B jest 

zaangażowane we wiele procesów komórkowych. Bierze udział w gospodarce wapniowej a 

także w specjalizacji funkcyjnej komórek. Jednakże główną funkcją białka S100B jest 

regulacja aktywności białka p53 odpowiadającego za apoptozę komórek. Podwyższony 

poziom S100B hamuje funkcje p53 pozwalając na nadmierne namnażanie się komórek. 

Dlatego podwyższony poziom białka S100B używany jest jako marker komórek 

nowotworowych (głównie chodzi o czerniaka) [20,21]. Wiadomo, że pentamidyna bardzo 

dobrze przeciwdziała tworzeniu się kompleksu S100B - p53. Dlatego dokładne zrozumienie 

jak działa ten bloker, było celem mojej pracy opisanej w publikacji H1. Do modelowania 

molekularnego użyłem eksperymentalną strukturę S100B w kompleksie z peptydem TRTK-

12 (1MQ1) (Rysunek 1B), który to peptyd wiąże się z resztami aminokwasowymi 

odpowiedzialnymi za oddziaływanie S100B - p53. Pozycja tryptofanu z peptydu TRTK-12 

posłużyła jako centrum zadeklarowanej przestrzeni dokowania. Najniżej energetyczne 

konformacje otrzymane przeze mnie przy pomocy metod obliczeniowych zostały 

przedstawione na Rysunku 4A (oraz Rys. 1 w publikacji H1). 

A) B) C) 

   
 
Rysunek 4. Białko S100B w kompleksie z ligandami. A) zamodelowana konformacja pentamidyny 

praca H1; B) struktury eksperymentalne z peptydem TRTK-12; C) struktura kompleksu  

z pentamidyną (niebieski) oraz ligandem (SBi4211) (bardzo podobnym do pentamidyny) (fioletowy). 

 

 

AMBER AUTODOCK 3IQQ 
1MQ1 

3CR4 4FQO 
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Najistotniejszym oddziaływaniem zidentyfikowanym przy pomocy otrzymanego modelu jest 

mostek solny pomiędzy E39 a pentamidyną utworzony wewnątrz białka. Na powierzchni 

białka AUTODOCK wskazywał na dominującą rolę oddziaływań hydrofobowych z V80. Do 

walidacji wyników postanowiłem użyć pola siłowego AMBER i dynamiki molekularnej. 

Używając zadeklarowanego wcześniej miejsca wiązania, umieściłem w nim peptyd  

a następnie wykonałem symulację w polu siłowym AMBER. Wynik symulacji wskazywał na 

obecność drugiego mostka solnego S100B (E51) - pentamidyna, utworzonego na powierzchni 

białka (Rysunek 4A). Dokładna identyfikacja reszt aminokwasowych miała posłużyć do 

zaprojektowania innych inhibitorów S100B. Śledząc postęp badań nad białkiem S100B 

zobaczyłem że w 2008 roku ukazała się praca opisująca kompleks S100B z pentamidyną 

(3CR4), natomiast po trzech latach ukazała się inna struktura z peptydem TRTK-12 (3IQQ). 

W tym przypadku pozycja peptydu TRTK-12 jest diametralnie inna niż w strukturze (1MQ1) 

(Rysunek 4B). Dodatkowo w roku 2012 ukazała się struktura bardzo podobnego inhibitora do 

pentamidyny (SBi4211) (4FQO) (Rysunek 4C). Z tych prac i opublikowanych struktur 

(3IQQ, 3CR4 oraz 4FQO) wynika diametralnie inny obraz odnośnie reszt biorących udział  

w oddziaływaniu S100B - p53. Przy błędnym założeniu, metoda nie mogła dobrze 

przewidzieć miejsca wiązania peptydu. Z drugiej strony struktura pentamidyny z S100B 

(3CR4) oraz SBi4211 - S100B (4FQO) pokazują oddziaływanie typu mostek solny z pętli 

łączącej pierwszy i drugi motyw (EF) wiążący kation wapniowy, zlokalizowany w pobliżu 

wytypowanego wcześniej oddziaływania, co można niewątpliwie uznać za sukces metody, iż 

nawet w przypadku błędnie zdefiniowanej przestrzeni dokowania potrafiła znaleźć właściwe 

oddziaływania na powierzchni białka. 

 

3.1.2. Praca H8. 

Nieswoiste zapalenie jelit (ang. Inflammatory Bowel Disease, IBD) jest to grupa przewlekłych 

chorób zapalnych przewodu pokarmowego, głównie jelita grubego lub cienkiego. Najczęściej 

objawia się to jako choroba Leśniowskiego-Crohna lub wrzodziejące zapalenie jelita grubego 

[22]. Prowadzone badania pokazują, iż endogenne peptydy opioidowe takie jak Met– oraz 

Leu– enkefalina mają korzystny wpływ w terapii IBD. Jednakże peptydy te są rozkładane 

przez białka z rodziny enkefalinaz [23]. W pracy H8 zajmowałem się wyjaśnieniem 

molekularnego mechanizmu działania inhibitorów białek NEP (neprylizyna) oraz APN 

(aminopeptydaza N). Struktury obu tych białek w kompleksie z inhibitorami są dostępne  

w bazie danych PDB pod kodami NEP - 2QPJ oraz APN - 4FYS. W przypadku kompleksu 

NEP - (ligand I20) nie można było dokonać komputerowej mutacji reszt aminokwasowych,  
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z tego względu użyłem pozycji liganda jako znacznika dla łańcucha głównego dokowanego 

peptydu. Dane literaturowe wskazują, iż reszta w pozycji trzeciej musi znajdować się  

w kieszeni S1’ białka. Tak zbudowany kompleks zoptymalizowałem za pomocą dynamiki 

molekularnej, zaimplementowanej w programie AMBER. W przypadku białka APN sprawa 

była już łatwiejsza, gdyż wystarczyło wykonanie komputerowej mutacji peptydu, który już 

znajdował się w kieszeni wiążącej liganda. Dokładnie jak w poprzednim przypadku, nowo 

zbudowany model zoptymalizowałem przy użyciu pola siłowego AMBER. Zamodelowane 

kompleksy białek NEP i APN z peptydami zostały przedstawione na Rys. 1 manuskryptu H8 

oraz Rysunku 5. 

 
Rysunek 5. Wizualizacja kompleksów białko – ligand użytych w pracy H8. (A) Eksperymentalna 

struktura ludzkiej neprylizyny (NEP) z inhibitorem I20 (kod PDB: 2QPJ). (B) Zbudowany model NEP 

z peptydem XIII (KKQRFSR). (C) Struktura eksperymentalna ludzkiej aminopeptydazy N (APN)  

z angiotensyną (VYIHPF) (kod PDB: 4FYS). (D) Zbudowany model APN z peptydem XIII 

(KKQRFSR). 
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Kolejnym etapem badań była identyfikacja reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za 

oddziaływanie białko - ligand. Dane eksperymentalne pokazały, iż bardzo dobrą modyfikacją 

było wprowadzenie dwóch reszt lizyny na N- końcu peptydu. Efekt był widoczny zarówno 

dla układów z białkiem NEP jak i APN. Moje modele pokazały, iż dla aminopeptydazy N 

zwiększony efekt inhibicyjny peptydu XII był skutkiem tworzenia się dwóch mostków 

solnych pomiędzy resztami lizyny pochodzącymi z peptydu oraz resztami kwasu 

asparaginowego (590 oraz 591). Dla neprylizyny wyjaśnienie dobrego działania dwóch reszt 

lizyny na N- końcu badanych peptydów jest bardzo podobne, tylko że w tym przypadku 

mostki solne tworzą się z kwasem glutaminowym (355 i 411). Podsumowując, zbudowane 

przeze mnie modele pozwoliły na wiarygodne wyjaśnienie obserwowanych efektów 

inhibicyjnych we wszystkich badanych peptydach. Zidentyfikowane reszty aminokwasowe 

posłużyły do zaprojektowania bardziej efektywnych inhibitorów (patrz publikacja P22). 

 

3.2.0. Poszukiwanie konformacji białko - ligand przy nieznanym miejscu wiązania liganda. 

Badanie oddziaływań białko - ligand gdy miejsce wiązania liganda nie jest znane, ze względu 

na ilość minimów lokalnych na hiperpowierzchni energii potencjalnej jest niezwykle 

utrudnione. W takim przypadku musimy zaufać zastosowanej funkcji energii. Jednakże 

wyniki uzyskane przy pomocy nowoczesnych programów komputerowych cechują się dużym 

prawdopodobieństwem sukcesu. Dodatkowa walidacja przy użyciu danych 

eksperymentalnych zwiększa prawdopodobieństwo ich poprawności. Takimi badaniami 

zajmowałem się w pracach H6 oraz H11. 

 

3.2.1. Praca H6. 

Choroby neurodegeneracyjne mogą mieć podłoże genetyczne lub środowiskowe i powodują 

zaburzenia struktury i funkcji neuronów. W skrajnych przypadkach następuje śmierć komórek 

mózgowych. Zazwyczaj są to choroby wieku średniego lub starczego a wraz ze statystycznym 

wzrostem długości ludzkiego życia ich występowanie będzie się sukcesywnie zwiększać [24]. 

W związku z tym badania nad tym tematem są niezwykle istotne. Jedną z najbardziej 

rozpowszechnionych chorób neurodegeneracyjnych jest choroba Alzheimera. Istnieje kilka 

hipotez jej powstawania, jednakże najbardziej rozpowszechnioną jest hipoteza złogów 

amyloidowych [25]. Złogi te są tworzone przez peptydy (1-42) β amyloidowe. Pojedynczy 

peptyd ma strukturę α helisy, jednakże po zmianie struktury II-rzędowej na β-kartkę formuje 

fibryle mające negatywny wpływ na komórki układu nerwowego. Celem badań opisanych w 

pracy H6 było zbadanie, czy trygonelina (jeden z alkaloidów występujących w kawie) może 
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zapobiegać formowaniu złogów amyloidowych. W tym celu użyłem strukturę 

eksperymentalną (1-42) peptydu β-amyloidowego a następnie wykonałem serię dokowań 

trygoneliny. Ze względu na fakt nieznajomości miejsca oddziaływania peptyd - ligand, 

zadeklarowana przestrzeń dokowania obejmowała całą cząsteczkę peptydu. Wynik 

dokowania został przedstawiony na Rys. 2 w manuskrypcie H6 oraz Rysunku 6.  

 
Z uwagi na fakt, iż badany peptyd β-amyliodowy nie posiada wyraźnie zdefiniowanej 

kieszeni wiążącej ligand, niezbędna była ilościowa analiza wyników. W tym celu użyłem 

języka skryptowego zaimplementowanego w programie RASMOL AB (publikacja H7, opis 

w dalszej części tekstu). Okazało się, iż trygonelina preferuje reszty histydyny (6, 10, 13 i 14) 

oraz tyrozynę w pozycji 10. Wiadomo, iż to właśnie te reszty odpowiadają za formowanie się 

złogów amyloidowych. Zastosowana przeze mnie metoda ilościowego zliczania konformacji 

liganda okazała się skuteczna w demonstracji działania trygoneliny, co daje szansę na użycie 

jej w badaniach kolejnych ligandów mających potencjalne działanie terapeutyczne. 

Podsumowując, przeprowadzone przeze mnie badania teoretyczne potwierdzają potencjalną 

możliwość zastosowania trygoneliny jako czynnika przeciwdziałającemu tworzeniu się 

złogów amyloidowych. Jednocześnie napisane przeze mnie skrypty do programu RASMOL 

AB pozwoliły na wyjaśnienie molekularnego mechanizmu przeciwdziałania przez trygonelinę 

tworzeniu się złogów amyliodowych. 

 

3.2.2. Praca H11. 

Nanotechnologia jest stosunkowo młodą dziedziną nauki o dużym potencjale rozwojowym. 

Jednakże, ciągle stosunkowo mało wiemy o szkodliwości materiałów „nano” na organizm 

człowieka [26,27]. Publikacja H11 próbuje odpowiedzieć na to pytanie. W tym celu zostało 

wybrane 6 reprezentacyjnych białek wchodzących w skład osocza krwi: α1-antytrypsyna, 

albumina, ceruloplazmina, laktoferyna, lizozym oraz transferyna. Wybrane białka posiadają 

Rysunek 6. Wynik dokowania trygoneliny (kolor 
zielony) do (1-42) peptydu β-amyliodowego. 
Istotne reszty histydyny oraz tyrozyny zostały 
pokolorowane na niebiesko i odpowiednio podpisane. 
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znane struktury, zdeponowane w bazie PDB. Cząsteczka fulerenu C60 została wybrana jako 

reprezentant cząsteczek „nano”. Następnie zaprojektowałem warunki dokowania, które 

zostało wykonane przez dr Magdalenę Witt. Dokowanie zostało wykonane programem 

AUTODOCK dla każdego z wybranych modeli białek. Zadeklarowana przestrzeń dokowania 

obejmowała cały model białka. Najbardziej prawdopodobne kompleksy białko - fuleren 

(posiadające największą populację oraz najniższą energię oddziaływania), zostały wybrane do 

dalszej analizy. Większość znalezionych miejsc oddziaływania ma potwierdzenie 

eksperymentalne, jako istotne dla funkcjonowania wybranych białek. Z tego względu 

niezbędne było dodatkowe oszacowanie siły wiązania fulerenu. W tym celu umieściłem 

najbardziej prawdopodobne kompleksy białko - fuleren w pudle wody odpowiednio dużym by 

można było wykonać symulacje Jarzyńskiego zgodnie z równaniem 4, [28]. 
WF ee ββ −∆− =  

Równanie 4. Równanie Jarzyńskiego, ΔF - zmiana energii swobodnej, W - siła potrzebna do 

wyciągnięcia liganda z białka liczona jako średnia po wszystkich trajektoriach, β=1/RT. 

 

By uzyskać wiarygodny wynik przy użyciu symulacji Jarzyńskiego, należy ją przeprowadzić 

kilkukrotnie a następnie wyciągnąć średnią. Wykres z każdej przeprowadzonej symulacji 

został przedstawiony na Rys. 7 w publikacji H11 a otrzymane wyniki zebrane w tabeli 1. 

Okazało się, że symulacje Jarzyńskiego są zbieżne z wynikami otrzymanymi za pomocą 

programu AUTODOCK jedynie w przypadku, gdy ligand znajdował się na powierzchni 

białka. W przypadkach gdy był zagłębiony, wyniki nie były spójne. Można to wytłumaczyć 

niedoskonałością pola siłowego zaimplementowanego w programie AUTODOCK. 

Otrzymane wyniki pokazały, iż fuleren nie wiąże się mocno z wybranymi do symulacji 

białkami. Obliczone zmiany energii swobodnej po związaniu liganda wynoszą w granicach 

10-40 kcal/mol. Jednakże przy znacznym stężeniu fuleren może wykazywać właściwości 

toksyczne dla człowieka. Ze względu na kształt fulerenu możliwe są wszystkie trzy 

mechanizmy inhibicji białek: kompetycyjna, niekompetycyjna i allosteryczna. 

Podsumowując, wykonane przeze mnie symulacje pozwoliły na częściową walidację pola 

siłowego zaimplementowanego w programie AUTODOCK w celu zastosowania do badania 

powinowactwa do białek nano-cząstek fulerenu. Z pewnymi obostrzeniami można je 

stosować do badania oddziaływań białko – fuleren. Jednakże w celu uzyskania wiarygodnych 

wyników niezbędne jest użyciu bardziej zaawansowanych pól siłowych. 
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3.3.0. Badanie procesu aktywacji białka wymuszonego aktywatorem. 

Badanie samorzutnych zmian konformacyjnych białek przy użyciu dynamiki molekularnej 

wymaga sporej mocy obliczeniowej, głównie z uwagi na fakt szybkości tych zmian. By ten 

czas zredukować niezbędne jest wprowadzenie do symulowanego układu molekularnego 

czynnika aktywującego, który przesunie równowagę w pożądaną stronę (formy aktywnej lub 

nieaktywnej). Takim czynnikiem aktywującym/dezaktywującym najczęściej jest mała 

cząsteczka, która umiejscowiona w centrum aktywnym wywołuje odpowiedni efekt. Innymi 

czynnikami przesuwającymi równowagę pomiędzy odpowiednimi formami białek mogą być 

specyficzne mutacje punktowe oraz temperatura. Ten typ badań opisałem w pracach H2 oraz 

H10. 

 

3.3.1. Praca H2. 

Receptory sprzężone z białkami G (ang. G-protein-coupled-receptor) są jednymi z najbardziej 

istotnych białek błonowych. Regulują odpowiedzi komórkowe w odpowiedzi na hormony, 

neurotransmitery, fotony, cząsteczki zapachowe i wiele innych sygnałów. O ich istotności 

świadczy fakt, iż ok. 40% znanych leków działa poprzez te receptory [29]. GPCR posiadają 

charakterystyczną budowę. Składają się z 7 α-helis umieszczonych w błonie komórkowej, 

połączonych ze sobą pętlami zewnątrz- i wewnątrzkomórkowymi. Pomimo dużych sukcesów 

w rozwiązaniu struktur eksperymentalnych zarówno w formie nieaktywnej jak i aktywowanej, 

mechanizm aktywacji GPCR ciągle nie został do końca poznany [30]. W swojej pracy H2 

badałem mechanizm aktywacji receptora bradykininy (B2R). Z uwagi na brak odpowiedniej 

struktury badanego receptora, wykonałem jego modelowanie homologiczne w oparciu  

o strukturę rodopsyny formie nieaktywnej. W kolejnym kroku umieściłem model aktywatora 

(który zbudowałem w oparciu o więzy uzyskane z eksperymentu NMR wykonanego przez 

grupę prof. Clemensa Glaubitza) wewnątrz kieszeni receptora na cztery różne sposoby. (Patrz 

Rys. 1 w publikacji H2 oraz Rysunek 7) 
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Rysunek 7. Schematyczna reprezentacja symulowanych układów receptora bradykininy B2  

z zadokowanym hormonem. Transmembranowe odcinki helikalne receptora zostały oznaczone jako 

TM1 - TM7. 

 

Tak zbudowane kompleksy umieściłem w modelu błony lipidowej a następnie wykonałem 

symulacje dynamiki molekularnej. Wyniki symulacji porównałem ze strukturą częściowo 

aktywowanej rodopsyny. Celem przeprowadzonych symulacji była odpowiedź na pytanie, 

która konformacja B2R - bradykinina prowadzi do aktywacji receptora. Tylko jedna 

symulacja prowadziła do modelu spójnego konformacyjnie ze strukturą aktywowanej 

rodopsyny (kompleks D, patrz Rysunek 7). Na jej podstawie udało mi się zidentyfikować 

reszty aminokwasowe odpowiedzialne za oddziaływanie receptor - aktywator. Dodatkowo 

udało się wysunąć hipotezę przełącznika tryptofanowego odpowiedzialnego za ustalenie się 

równowagi konformacyjnej pomiędzy formą nieaktywną a aktywowaną receptora B2. 

Podsumowując, zidentyfikowałem konformację bradykininy wewnątrz receptora B2, która 

prowadzi do jego aktywacji. Zbudowany model pozwolił na identyfikację reszt 

aminokwasowych odpowiedzialnych za oddziaływanie białko – ligand a także specyficznych 

zmian konformacyjnych receptora B2 zachodzących podczas jego aktywacji. 
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3.3.2. Rodzina białek HtrA. 

Białka z rodziny HtrA (ang. High Temperature Requirement A) należą do proteaz serynowych 

i występują w niemalże wszystkich znanych organizmach, prokariotycznych  

i eukariotycznych. Ich główną funkcją jest ochrona organizmu przed niewłaściwie 

sfałdowanymi białkami oraz potencjalnie szkodliwymi peptydami, głównie poprzez ich 

degradację. Drugą znaną funkcją białek HtrA jest ich działanie jako chaperony, fałdując 

niewłaściwie zwinięte białka do ich konformacji natywnej. Obydwie funkcje białek HtrA 

odbywają się bez udziału ATP a aktywacja białka następuje pod wpływem czynnika 

sygnałowego, którym może być niewłaściwie zwinięte białko lub podwyższona temperatura 

[31]. HtrA zbudowane są z domeny protezowej oraz jednej lub dwóch domen PDZ [32]. 

Domena proteazowa (której struktura występuje w chymotrypsynie) składa się z dwóch β 

beczek położonych względem siebie prostopadle, pomiędzy którymi znajduje się triada 

katalityczna (H,D,S). Domena PDZ (jedna lub dwie) następuje po C-terminalnej β beczce  

i składa się z 4-5 β kartek oraz 1 lub dwóch α helis. Główną rolą domeny PDZ jest 

rozpoznawanie sygnałowych sekwencji aminokwasowych [33,34] (patrz Rysunek 8 oraz 9). 
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Rysunek 8. Topologia białek z rodziny HtrA. (A) Domena proteazowa. Triada katalityczna His, Asp, 

Ser oraz pętle sygnałowe są opisane zgodne z nomenklaturą stosowaną w chymotrypsynie. (B) 

Domena PDZ. 

 

Aktywacja białka ma mechanizm allosteryczny, gdzie następuje przekazywanie sygnału 

pomiędzy pętlami LA, L1, L2, L3 oraz LD z jednoczesnym otwarciem się domeny PDZ. 

Podczas procesu aktywacji obydwie β beczki domeny protezowej nie zmieniają swojej 

konformacji, wykonując jedynie nieznaczne ruchy w celu właściwego ustawienia się reszt  

z triady katalitycznej [35,36] (patrz Rysunek 9). 
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Rysunek 9. Schemat budowy oraz aktywacji (forma nieaktywna - lewa, aktywowana - prawa strona 

rysunku) białek z rodziny HtrA. N-terminalna β beczka została zaznaczona kolorem niebieskim,  

C-terminalna kolorem cyjan. Miejsce triady katalitycznej zostało zaznaczone czerwoną kulką a pętli 

L3 - zieloną. Słomkowy blok reprezentuje domenę(y) PDZ. 

 

Białka z rodziny HtrA występują w formie oligomerów. W przypadku HtrAE.coli w formie 

nieaktywnej występuje heksamer, natomiast w formie aktywnej mogą to być następujące 

formy oligmeryczne: 3, 6, 12 i 24. Uważa się, iż wyższe formy oligomeryczne biorą udział  

w aktywności chaperonowej białka [37]. Natomiast HtrA2human zarówno w formie aktywnej 

jak i nieaktywnej jest trimerem. Ludzkie białko HtrA2human jest protezą, która odpowiada na 

kontrolę jakości białek mitochondrialnych. Białko to uczestniczy także w apoptozie komórki 

a w konsekwencji w ontogenezie. Mutacje w genie kodującym HtrA2 są kojarzone  

z chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak choroba Alzheimera i Parkinsona. Dlatego też 

dokładne poznanie mechanizmu działania tego białka może mieć potencjalne znaczenie 

terapeutyczne dla osób z chorobami nowotworowymi czy neurodegeneracyjnymi [38,39]. 

 

3.3.2.1. Praca H10. 

W swojej pracy H10 badałem molekularny mechanizm aktywacji białka HtrA2human. Ze 

względu na fakt dostępności jedynie formy nieaktywnej białka (struktura zdeponowana pod 

kodem PDB 1LCY) niezbędne było wymodelowanie białka w formie aktywnej. W tym celu 

użyłem trzech technik obliczeniowych. 1) symulacja dynamiki molekularnej formy 

nieaktywnej z umieszczonym peptydem aktywującym w kieszeni wiążącej; 2) symulacja 

dynamiki molekularnej mutantów HtrA2human wykazujących zwiększoną aktywność 

proteolityczną; 3) symulacja dynamiki molekularnej z więzami pochodzącymi  
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z eksperymentu FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer). W przypadku technik 

1 oraz 2 w celu najlepszego odwzorowania rzeczywistych parametrów badanego układu, 

zbudowane modele HtrA2human umieściłem w pudle wody o wymiarach ok. 125x125x95 Å.  

W przypadku techniki 3 nie było to konieczne ze względu na dużą ilość więzów, które 

uniemożliwiły zniekształcenie struktury białka. W tym przypadku do symulacji otoczenia 

wystarczył uogólniony model Borna. By zaobserwować zmiany konformacyjne białka,  

a zwłaszcza zmiany wywołane przez mutację punktową niezbędny jest dosyć długi czas 

symulacji. We wszystkich układach symulowanych technikami 1 oraz 2, czas symulacji 

wynosił 50 ns. W przypadku symulacji z więzami (technika 3), wystarczył znacznie krótszy 

czas symulacji - 50 ps. Dzięki przeprowadzonej analizie czynnikowej ustaliłem, iż za 

aktywację białka HtrA2 odpowiadają dwa główne ruchy domeny PDZ. Pierwszy ruch polega 

na obrocie domeny PDZ wokół wirtualnej osi znajdującej się pomiędzy α4PD a α7PDZ oraz 

translacji przy α5PDZ. Zidentyfikowane ruchy zostały pokazane na Rysunku 10 oraz 

materiałach uzupełniających do publikacji H10.  

  
 

Rysunek 10. Dominujące ruchy występujące podczas symulacji dynamiki molekularnej, 

zidentyfikowane przy użyciu analizy czynnikowej (PCA). Mode1 – rotacja, Mode 2 – translacja 

domeny PDZ podczas aktywacji HtrA2 

 

Dodatkowo udało mi się ustalić pozycję sygnałowej pętli L3 biorącej aktywny udział  

w tworzeniu tzw. klastrów sygnałowych pomiędzy pętlami L3-LD-L1-L2. Podsumowując, 

moim osiągnięciem naukowym była potwierdzona eksperymentalnie identyfikacja ruchów 

domeny PDZ oraz identyfikacja reszt klastera sygnałowego podczas procesu aktywacji białka. 
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3.4.0. Badanie wpływu mutacji punktowych na aktywność białka HtrA. 

Zmiany konformacyjne zachodzące wewnątrz białek warunkują poprawne wykonywanie 

przez nie odpowiednich procesów biologicznych. Zmiany takie wiążą się z przebudowaniem 

wewnętrznej sieci oddziaływań. Wzmocnienie lub osłabienie specyficznego oddziaływania 

może przesunąć równowagę pomiędzy formą aktywną i nieaktywną białka. Ten typ badań 

prowadziłem w pracach H4, H5 oraz H9. 

 

3.4.1. Praca H3. 

W pracy H3 niezbędne było wyjaśnienie obserwowanych zmian w widmach reszt tryptofanu, 

podczas eksperymentów CD w zakresie widma 240-330 nm, podstawionych w kluczowych 

pozycjach pętli aktywacyjnych (L1 oraz L2). W tym celu zbudowałem dwa modele HtrAE.coli 

w formie nieaktywnej oraz aktywnej w oparciu o dostępne struktury eksperymentalne (1KY9 

oraz 3OU0). Następnie wykonałem analizę strukturalną otoczenia oraz ekspozycji do 

rozpuszczalnika reszt w pozycjach 205, 228, 229 oraz 336. Wyniki modelowania 

molekularnego (potwierdzone widmami CD) pokazały, iż reszty aminokwasowe z pętli L2 są 

eksponowane do rozpuszczalnika natomiast reszta w pozycji 205 znajdująca się w pętli L1 

jest zagłębiona w białku. By umożliwić prawidłowe działanie triady katalitycznej  

(a konkretnie S210) ruchy tego fragmentu białka nie mogą być zbyt duże, co pokazują 

zbudowane modele białka w formie nieaktywnej oraz aktywnej. W związku z tym podczas 

procesu aktywacji reszta w pozycji 205 nie zmienia otoczenia a co za tym idzie nie jest 

eksponowana do rozpuszczalnika. 

Najlepiej eksponowaną do rozpuszczalnika (zarówno w formie aktywnej jak i nieaktywnej) 

jest reszta L229 z pętli L2. Podsumowując, zbudowane przeze mnie modele pozwoliły na 

dokładne wyjaśnienie zarejestrowanych widm CD a także dały podstawę do wyjaśnienia roli 

pętli L1 oraz L2 w mechanizmie aktywacji białka HtrAE.coli. 

 

3.4.2. Praca H4. 

Badanie mechanizmu aktywacji białka HtrAE.coli a konkretnie roli pętli aktywacyjnych 

kontynuowałem w pracy H4. By zrozumieć dokładnie mechanizm przekazywania sygnału 

aktywacyjnego pomiędzy pętlami L1, L2 oraz LD wykonałem analizę strukturalną 

zbudowanego wcześniej modelu nieaktywnego oraz aktywnego białka HtrAE.coli (patrz Rys 1. 

w publikacji H4). Zbudowane przeze mnie modele pozwoliły na wyjaśnienie roli reszty w 

pozycji 232 w aktywności proteolitycznej białka HtrAE.coli (patrz Rys 4. w publikacji H4 oraz 

Rysunek 11).  
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Rysunek 11. Wizualizacja zmian konformacyjnych zachodzących w pętlach sygnałowych podczas 

procesu aktywacji białka HtrAE.coli. A – forma nieaktywna, B – forma aktywna. 

 

W formie nieaktywnej pętla L2 znajduje się pomiędzy pętlami L1 oraz L3. Podczas procesu 

aktywacji pętle L2 ze wszystkich podjednostek białka przesuwają się ku centrum trimeru, 

tworząc skomplikowaną sieć oddziaływań. Model komputerowy pokazał, iż w samym 

centrum tych oddziaływań znajduje się reszta w pozycji 232. Gdy w pozycji 232 znajdzie się 

reszta waliny, tworzy ona hydrofobowy klaster, który dobrze stabilizuje formę aktywną białka 

a co za tym idzie można zaobserwować wzrost aktywności proteolitycznej HtrAE.coli. 

Zaburzenie naturalnych hydrofobowych oddziaływań pętli L2 (mutacje w pozycji 229 oraz 

238) powodowały kompletny brak aktywności proteolitycznej. Na modelach HtrAE.coli widać, 

iż ten fragment białka znajduje się stosunkowo daleko od triady katalitycznej, także nie 

wpływa na sposób wiązania liganda oraz nie zaburza samej triady katalitycznej. 

Podsumowując, dzięki analizie strukturalnej zbudowanych modeli, udało mi się wyjaśnić 

molekularny mechanizm stojący za wprowadzonymi mutacjami punktowymi, efektami 

których był wzrost lub spadek a także brak zmian aktywności proteolitycznej HtrAE.coli. 

Współpraca metod teoretycznych oraz eksperymentalnych w przypadku tej pracy 

zaowocowała wybraniem jej przez edytora Archives of Biochemistry and Biophysics na 

motyw przewodni okładki czasopisma (patrz Rysunek 12). 

  



Artur Giełdoń, Załącznik 2A  
 

28 
 

 
Rysunek 12. Okładka czasopisma Archives of Biochemistry and Biophysics zawierająca 

rysunki z pracy H4. 

 

3.4.3. Praca H9. 

W przeciwieństwie do pętli L1 czy L2, konformacja pętli LD podczas procesu aktywacji 

pozostaje niezmieniona (patrz Rysunek 11 oraz Rys.1 w pracy H9). Poznanie roli reszt 

aminokwasowych tworzących pętle LD, podczas procesu aktywacji białka HtrAE.coli, było 

przedmiotem pracy H9. Pętla LD jest położona na styku dwóch domen protezowych. Tworzy 

ona sieć kontaktów z pętlami L1, L2 oraz L3. W przeciwieństwie do pętli LD, której 

konformacja nie ulega zmianie, podczas procesu aktywacji białka pętle L1, L2 oraz L3 

drastycznie zmieniają swoje położenie. Wprowadzone mutacje punktowe: P170G, F171A, 

L173A, E175A oraz E175L prowadziły do zmniejszenia się aktywności proteolitycznej 

białka. Zbudowany przeze mnie model komputerowy pozwolił na postawienie hipotezy, iż 

pętla LD pełni rolę rusztowania, które pozwala na utrzymanie właściwej konformacji pętli L2. 

Podczas procesu aktywacji i otwierania się domen PDZ pętla L3 przekazuje sygnał do pętli 

LD a ta poprzez sieć oddziaływań hydrofobowych przekazuje go pętli L2 jednocześnie 

utrzymując ją w konformacji umożliwiającej prawidłowe działanie triady katalitycznej (patrz 

Rysunki 11 oraz 13 a także Rys. 1 w pracy H9). 
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Rysunek 13. Nieaktywna (A) oraz aktywna (B) forma białka HtrAE.coli. Pętla LD została zaznaczona 

kolorem jasnoniebieskim. Reszty aminokwasowe należące do triady katalitycznej zostały zaznaczone 

czerwonymi kulkami. 

 

Zaburzenie oddziaływań pętli LD z pętlami L2 oraz L3 opisanych w pracy H9, poprzez 

wprowadzenie mutantów alaninowych prowadzi do obniżenia aktywności proteolitycznej 

białka. Na potwierdzenie wysuniętej hipotezy rusztowania świadczy fakt, iż mutant P170G 

także wykazywał obniżenie aktywności proteolitycznej. Wprowadzenie reszty glicyny 

zamiast proliny zwiększyło swobodę konformacyjną pętli LD a co za tym idzie, nie mogła 

ona stanowić dobrego rusztowania układającego pętlę L2 w pozycji, która umożliwiła by 

triadzie katalitycznej prawidłowe funkcjonowanie. Podsumowując, zbudowane przeze mnie 

modele aktywnej oraz nieaktywnej formy białka HtrAE.coli pozwoliły na dokładne wyjaśnienie 

molekularnego mechanizmu allosterycznego przekazywania sygnału pomiędzy pętlami L1, 

L2, L3, LD oraz LA a także wysunięcie hipotezy, iż pętla LD stanowi rusztowanie dla 

utrzymania właściwej konformacji przez pętlę L2. 

 

3.5.0. Budowa brakujących fragmentów białka. 

 

2.5.1. Praca H5. 

W pracach H3, H4 oraz H9 zajmowałem się badaniem molekularnego mechanizmu 

allosterycznego przekazywania sygnału pomiędzy pętlami L1, L2 oraz LD podczas procesu 

aktywacji białka HtrAE.coli. Jednakże duży element układanki ciągle pozostał nieznany. Do 

dnia dzisiejszego struktura eksperymentalna pętli LA pozostaje nieznana. W pracy H5 
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podejmuję próbę rozwikłania tego problemu. Wiadomo, iż pętla LA pełni istotną rolę  

w allosterycznym przekazywaniu sygnału utrzymując pętle L1 oraz L2 w konformacji 

nieaktywnej. Dodatkowo pętla LA utrzymuje nieaktywną formę białka HtrA, stabilizując jego 

heksamer. Ostatnią istotną funkcją pętli LA jest blokowanie dostępu do triady katalitycznej. 

Wiadomo, iż delecja pętli LA powoduje wzrost aktywności proteolitycznej HtrA, natomiast 

delecja fragmentów 34-39 i 60-68 powoduje spadek aktywności proteolitycznej a delecja 

fragmentów 34-37 i 80-83 nie wpływa na aktywność proteolityczną HtrAE.coli [40]. 

Model pętli LA zbudowałem przy użyciu pola siłowego UNRES. Jako wstępne kryterium 

selekcji modelu wykorzystałem potwierdzony fakt, iż pętla musiała pasować do wnętrza 

białka oraz posiadać mostek disiarczkowy pomiędzy resztami S57 a S69. W kolejnym kroku 

zwinięty fragment pętli dobudowałem do struktury eksperymentalnej z uwzględnieniem 

pozycji wszystkich podjednostek heksameru. Otrzymany przeze mnie model pozwolił na 

dokładną identyfikację reszt aminokwasowych tworzących hydrofobowy klaster stabilizujący 

nieaktywną formę białka (patrz Rysunek 14B oraz Rys. 2 w pracy H5). Klaster ten był 

postulowany w publikacji opisującej rozwiązaną strukturę HtrAE.coli, [33], jednakże nie był on 

widoczny w krysztale. Zaburzenie interakcji tegoż klastra powoduje wzrost aktywności 

proteolitycznej białka HtrA. Mój model pokazuje oddziaływania pomiędzy resztami 

fenyloalaniny w pozycjach 46, 49, 50, 63 oraz 68. Ze względu na swoje położenie istotne są 

także reszty: Pro43, Arg44, Gln47 praz Gly70. Destabilizacja zwłaszcza oddziaływań 

hydrofobowych tworzących się pomiędzy resztami fenyloalaniny prowadzi do 

potwierdzonego eksperymentalnie wzrostu aktywności proteolitycznej białka. Jednakże 

najbardziej interesujący przypadek wystąpił w mutancie R44A. Ze względu na jego hiper 

aktywność, grupie prof. Skórko-Glonek nie udało się go oczyścić. Tak więc pytanie brzmiało, 

dlaczego reszta w pozycji 44 jest tak ważna. Przeprowadzona przeze mnie analiza 

rotametryczna pokazała, iż R44 stabilizując nieaktywną formę HtrAE.coli może tworzyć dwa 

typy oddziaływań, kation – π z F49 oraz mostek solny z D232 (patrz Rysunek 14C). 

 

 

 



Artur Giełdoń, Załącznik 2A  
 

31 
 

  
 

Rysunek 14. A – zbudowany przeze mnie model pętli LA, B – model pętli LA wbudowany  

w strukturę nieaktywnego heksameru HtrAE.coli wraz z pokazaniem oddziaływań stabilizujących 

nieaktywną formę białka, C – analiza rotametrów R44 wraz z pokazaniem oddziaływań 

stabilizujących nieaktywną formę białka oraz prawdopodobieństw wystąpienia zidentyfikowanych 

konformacji. 

 

Podsumowując, dzięki zbudowanemu przeze mnie modelowi udało się dokładnie 

zidentyfikować oraz pokazać molekularny mechanizm działania reszt aminokwasowych pętli 

LA uczestniczących w stabilizacji nieaktywnej formy białka HtrAE.coli. 

 

3.6.0. Badanie oligomeryzacji białek z rodziny HtrA. 

Jak wspomniałem w rozdziale 3.3.2. białka z rodziny HtrA występują w postaci oligomerów. 

W przypadku HtrAE.coli w formie nieaktywnej występuje jako heksamer, natomiast w formie 

aktywnej mogą to być następujące formy oligmeryczne: 3, 6, 12 i 24. Uważa się, iż wyższe 

formy oligomeryczne biorą udział w aktywności chaperonowej białka [37]. 

 

3.6.1. Praca H12. 

Stenotrophomonas maltophilia odgrywa coraz większą rolę w patogenezie zakażeń 

człowieka, mimo iż jest zaliczany do grupy drobnoustrojów oportunistycznych. Bakteria ta 

jest w stanie przetrwać w niekorzystnych warunkach środowiskowych a co za tym idzie także 

w organizmie człowieka. S. maltophilia wykazuje naturalną oporność na większość 

antybiotyków, co przekłada się na wysoką śmiertelność (ok. 40%) pacjentów z upośledzonym 

układem odpornościowym [41]. Jednym z czynników pozwalającym tej bakterii na 

przetrwanie w niekorzystnych warunkach środowiskowych jest kontrola białek zapewniona 

przez protezę HtrA. 
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W pracy H12 opisuję badania polegające na porównaniu działania białek HtrAS.M. oraz 

HtrAE.coli. Badania eksperymentalne pokazały, iż heksamer HtrAS.M. wykazuje znacznie 

mniejszą stabilność niż HtrAE.coli. Oba białka wykazały także różnicę w powinowactwie 

wiązanych sekwencji białkowych. By rozwiązać ten problem użyłem zbudowanych wcześniej 

modeli formy aktywnej oraz nieaktywnej białka HtrAE.coli. Ze względu na brak struktur 

eksperymentalnych HtrAS.M. modele tych białek zbudowałem na bazie HtrAE.coli przy użyciu 

technik modelowania porównawczego. Następnie wykonałem analizę porównawczą nowo 

zbudowanych modeli zarówno w formie aktywnej jak i nieaktywnej. Okazało się, iż  

w kluczowych miejscach kieszeni S1 występują znaczne różnice reszt aminokwasowych 

potencjalnie rozpoznawanych specyficznych sekwencji białkowych. Trzy najważniejsze 

różnice to: HtrAE.coli - R207, I228 oraz A230; HtrAS.M - P226, S247 oraz N249. Znalezione 

różnice reszt oddziałujących z wiązanymi sekwencjami aminokwasowymi tłumaczą różną 

specyficzność badanych białek. Kolejnym problemem do rozwiązania była obserwowana 

różnica w stabilności nieaktywnej formy heksametrycznej białka HtrA w obu badanych 

bakteriach. Analiza ilościowa kontaktów międzydomenowych nie przyniosła rozstrzygnięcia. 

Ten fakt nie jest zaskakujący, gdyż wszystkie modele opierały się na strukturach białek 

pochodzących od E.coli. Widać to dokładnie na Rysunku 15 oraz w materiałach 

uzupełniających do pracy H12. Jednakże przy analizie typów oddziaływań okazało się iż 

HtrAE.coli posiada więcej oddziaływań polarnych, które są znacznie silniejsze niż 

oddziaływania niepolarne, występujące w modelu HtrAS.M..  

 

HtrAE.coli 

 

HtrAS.M. 

 

Rysunek 15. Przykładowa mapa kontaktów międzydomenowych dla analizowanych modelów białek 

HtrA. 
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Podsumowując, moim osiągnięciem naukowym było wyjaśnienie molekularnych różnic 

powodujących specyficzność rozpoznawanych sekwencji aminokwasowych w obydwu 

badanych białkach HtrAS.M. oraz HtrAE.coli oraz wyjaśnienie różnic w stabilności nieaktywnej 

formy heksametrycznej obu białek. 

 

3.7.0. Wizualizacja danych biomolekularnych. 

Wizualizacja cząsteczek jest jednym z podstawowych narzędzi do analizy danych 

biomolekularnych. Dlatego posiadanie programu, który będzie to robił w efektywny sposób 

pozwala na dokładną analizę otrzymanych wyników.  

 

3.7.1. Praca H7. 

Jednym z najstarszych programów dedykowanych wizualizacji molekularnej jest RASMOL, 

którego pierwsza wersja powstała ponad 20 lat temu. Ponieważ program został napisany  

w języku ANSI C, można go uruchomić nawet na komputerach posiadających małą moc 

obliczeniową a jednocześnie będzie możliwe wyświetlenie dużej liczby atomów. Z uwagi na 

fakt prostoty programu nie użyto w min żadnych skomplikowanych bibliotek graficznych,  

w konsekwencji program nie jest w stanie wyświetlić tak efektownej grafiki jak nowoczesne 

programy używające OPEN GL czy DirectX. Celem pracy opisanej w publikacji H7 było 

dodanie dodatkowych funkcji do programu RASMOL czyniąc z niego prosty w obsłudze  

a jednocześnie zaawansowany funkcyjne program do analizy danych biomolekularnych. Na 

Rysunku 16 zostało przedstawione okno programu. W pasku obsługi (u góry ekranu) kolorem 

niebieskim oznaczyłem opcje programu, które są dostępne w jego oryginalnej wersji. 

Kolorem zielonym oznaczyłem opcje dodane w programie a kolorem czerwonym najbardziej 

użyteczną opcję, czyli makra. 
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Rysunek 16. Okno programu RASMOL AB z przykładowym białkiem. W pasku obsługi (u góry 

ekranu), kolorem niebieskim zostały zaznaczone oryginalne opcje programu, kolorem zielonym opcje 

dodane a kolorem czerwonym opcja programowalnych przycisków. 

 

Makra, czyli skrypty poleceń do programów są dostępne we wielu programach do analizy 

danych biomolekularnych. Jednakże, tylko w programie RASMOL AB są one widoczne za 

pomocą przycisków, które tworzą się automatycznie. Użytkownik może łatwo 

zaprogramować czynności, które chce wykonać na swoim modelu a następnie mieć do nich 

dostęp w postaci przycisku do kliknięcia. Podsumowując, wprowadzone przeze mnie 

modyfikacje do programu RASMOL uczyniły z prostego programu do wizualizacji 

zaawansowane a jednocześnie bardzo proste w obsłudze narzędzie do analizy danych 

biomolekularnych. Z programu tego w różnych wersjach (częściowo deweloperskich  

a później finalnych) korzystałem i nadal korzystam przy prowadzonych przez siebie 

badaniach. Program jest dostępny na zasadzie otwartej licencji na stronie projektu: 

http://etoh.chem.univ.gda.pl/rasmol/ 

 

4.0.0. Podsumowanie. 

Dynamiczny rozwój technologii komputerowych sprawia, iż staje się możliwe symulowanie 

coraz bardziej skomplikowanych układów molekularnych. Nowe technologie sprawiają, iż 

ciągle przesuwamy granicę wielkości i stopnia skomplikowania symulowanych modeli  

a zastosowane funkcje są obarczone coraz to mniejszymi błędami. Jednakże same badania 

teoretyczne są niekompletne bez eksperymentalnego potwierdzenia wysuwanych hipotez. Ze 

względu na stopień skomplikowania badań, niezbędna jest współpraca wielu specjalistów  

w swojej dziedzinie. Tylko i wyłącznie taka współpraca pozwala na dogłębne zrozumienie 

badanego obiektu a jednocześnie sprawia, że badania są w pełni wiarygodne. 
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Moim wkładem oraz osiągnięciem naukowym w przedstawionych do oceny badaniach było 

wykorzystanie technik modelowania molekularnego oraz empirycznych pól siłowych do 

wyjaśnienia oraz przewidywania obserwowanych eksperymentalnie efektów.  

1. Przewidziałem / wyjaśniłem wpływ mutacji punktowych na aktywność proteolityczną 

białka HtrAE.coli. 

2. Przy użyciu moich modeli wyjaśniłem molekularne podstawy mechanizmu aktywacji 

dwóch białek z rodziny HtrA (HtrAE.coli and HtrAhuman). 

3. Zidentyfikowałem reszty aminokwasowe odpowiadające za oddziaływanie białko – ligand 

a także konformację liganda wewnątrz kieszeni wiążącej białko (konformacja bradykininy 

zdolna do aktywacji B2R, konformacje inhibitorów peptydowych białek NEP i APN oraz  

w pewnym stopniu S100B). 

4. Zidentyfikowałem potencjalne miejsca wiązania nano-cząstek do wybranych białek osocza 

(te badania ciągle czekają na eksperymentalne potwierdzenie wyników). 

5. Wyjaśniłem molekularne podstawy obserwowanych eksperymentalnie różnic w stabilności 

oligomerów HtrAE.coli and HtrAS.M.. 

6. Wprowadziłem zmiany w kodzie programu RASMOL czyniąc z niego zaawansowane 

narzędzie do analizy struktur biomolekularnych. 

 

5.0.0. Opis pracy nieuwzględnionej w cyklu habilitacyjnym. 

 5.1.0. Czas przed doktoratem. 

Kiedy zaczynałem swoją pracę naukową w roku 2000 ukazała się pierwsza struktura 

krystaliczna Receptora Sprzężonego z Białkiem G (ang. GPCR) a konkretnie rodopsyny 

wołowej w formie nieaktywnej. Można powiedzieć, że wraz z ukazaniem się pracy 

Palczewskiego i współpracowników dokonał się kamień milowy w dziedzinie projektowania 

leków oraz badaniu mechanizmów aktywacji GPCR [42]. Jest to o tyle istotne, gdyż ok. 40% 

znanych leków działa poprzez te receptory [29]. Wiadomo, że wszystkie GPCR mają bardzo 

podobną topologię, co umożliwia modelowanie pozostałych receptorów przy użyciu metod 

wykorzystujących homologię sekwencyjną. Jest to o tyle ułatwione, iż w środku każdej helisy 

znajduje się tak zwana reszta „50” która jest bardzo dobrze zachowana ewolucyjne [43]. Po 

jej identyfikacji wystarczyło wykonanie mutacji punktowych by uzyskać model badanego 

receptora. Sprawą trudniejszą stanowiły i dalej stanowią pętle łączące helisy. W tym 

przypadku niezbędne jest użycie pola siłowego w celu uzyskania wiarygodnego modelu. 

Gdy dołączyłem do grupy prof. Ciarkowskiego zacząłem się zajmować modelowaniem 

molekularnym receptorów wazopresyny V1A oraz V2 a także receptora oksytocyny OT. 
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Moje badania polegały na budowie wspomnianych receptorów oraz wykonaniu procesu 

dokowania małych cząsteczek będących agonami lub antagonami tychże receptorów. Tak 

powstałe kompleksy umieszczałem w modelu błony lipidowej a następnie wykonywałem 

symulacje dynamiki molekularnej. Proces budowania modeli błon lipidowych poznałem 

będąc na krótkim stażu w grupie Pani Prof. Marty Pasenkiewicz-Gieruli na UJ. Na 

zakończenie procesu identyfikowałem reszty aminokwasowe odpowiedzialne za 

oddziaływanie receptor - ligand. Moje badania zostały opisane w pracach D1 i D4 a także 

pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem prof. Jerzego Ciarkowskiego pod tytułem : 

„Modelowanie molekularne oddziaływań receptorów wazopresyny i oksytocyny z wybranymi 

antagonistami.” Pracę doktorską obroniłem w 2004 roku. 

 

5.1.0. Opis badań po doktoracie. 

W 2004 roku, po doktoracie zostałem zatrudniony na Wydziale Chemii w Katedrze Chemii 

Teoretycznej, jako asystent. W tym czasie współpracowałem z grupami Prof. 

Chmurzyńskiego przy obliczaniu równowag heterokoniugacji w układach kwas - zasada (P1) 

oraz Prof. Wiczka przy badaniu procesów fluorescencji (P2). Kontynuowałem także prace 

nad GPCR pomagając w pracy P3. Po roku pracy na etacie asystenta rozpocząłem 

uczestnictwo w programie „Marrie Currie Host Fellowship” (2005-2008). Był to pobyt 

naprzemienny w dwóch instytucjach: Uniwersytet Johanna Wolfganga Goethego we 

Frankfurcie nad Menem w grupie Prof. Schwalbego oraz w CERM, Uniwersytet we Florencji 

w grupie Prof. Luchinata. Pobyt ten zaowocował dwiema publikacjami H1 oraz H2. Po 

powrocie w roku 2008 rozpocząłem pracę na Uniwersytecie Gdańskim, jako administrator 

lokalnych zasobów informatycznych. Od października 2009 roku rozpocząłem pracę, jako 

adiunkt w Katedrze Chemii Teoretycznej na Wydziale Chemii UG. Praca ta trwa do dnia 

dzisiejszego. Po powrocie najwięcej czasu spędziłem na współpracy z grupami 

eksperymentalnymi wyjaśniając obserwowane efekty wzrostu/spadku aktywności lub 

powinowactwo ligandów do białek. Współpraca zaowocowała następującymi publikacjami 

P09, P11, P19, P21 oraz P22. Dodatkowo uczestniczyłem w mniejszym stopniu w pracach 

nad białkiem HtrA (prace P17 oraz P18). Brałem także czynny udział w rozwoju pola 

siłowego UNRES oraz eksperymencie zwijania białek CASP opracowując między innymi 

protokół optymalizacji modeli gruboziarnistych przy konwersji do pełnoatomowych. 

Współpraca zaowocowała następującymi publikacjami P10, P12, P13, P20 oraz P23. Brałem 

także udział w projektach realizowanych na Politechnice Gdańskiej, których kierownikiem 
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był dr Maciej Bobrowski a dotyczyły one badań nad polimerami parylenu (prace P07, P08 

oraz P16) a także badań nad właściwościami cieczy jonowych (prace P14 i P15). 

 

5.1.1. Czas po doktoracie, plany na przyszłość. 

W chwili obecnej pracuję nad modelowaniem molekularnym oddziaływań cieczy jonowych  

z nano-cząstkami. Jest to projekt realizowany we współpracy z Politechniką Gdańską. 

Nawiązałem również współpracę z prof. Brice Korkmaz z Uniwersytetu w Turs. Współpraca 

dotyczy badań nad białkiem ProCatC. Ciągle współpracuję z grupami eksperymentalnymi, 

kierowanymi przez  prof. Elżbietę Jankowską, prof. Elżbietę Kamysz oraz prof. Adama 

Lesnera. 

Jakiś czas temu rozpocząłem prace nad implementacją łańcuchowego modelu Markova (ang.  

Markov Chain Model) (MCM) do identyfikacji ścieżki zwijania białek. Przy użyciu MCM 

jest możliwa identyfikacja meta-stabilnych stanów przejściowych występujących podczas 

procesu fałdowania się białek. Jest to rozszerzenie trój-stanowego modelu zwijania się białek, 

zakładającego formę rozwiniętą, stan przejściowy oraz formę zwiniętą białka. MCM 

umożliwia pełen wgląd w struktury zidentyfikowane jako stan przejściowy. 

Z uwagi na fakt, iż nie ma odpowiedniego programu komputerowego do tego zadania, projekt 

jest niezwykle wymagający i czasochłonny. Kluczową sprawą jest tu analiza skupień, którą 

trzeba wykonać dla zbioru kilku milionów konformacji. W tej chwili kod jest niemalże 

gotowy i trwają testy programu. 

 

W czasie wykonywania przedstawionych do oceny badań miałem okazję i szczęście 

współpracowania z wieloma grupami eksperymentalnymi: prof. Claudio Luchinat, 

Uniwersytet we Florencji, Prof. Harald Schwalbe oraz Prof. Clemens Glaubitz JWGU we 

Frankfurcie, Prof. Grzegorz Dubin UJ, Prof. Elżbieta Kamysz, Prof. Adam Lesner, Prof. 

Elżbieta Jankowska, Prof. Tomasz Puzyn, Prof. Joanna Skórko-Glonek oraz prof. Barbara 

Lipińska Uniwersytet Gdański. Wiedza i doświadczenie tych osób oraz wielu innych uczyniły 

przedstawione do oceny badania kompletnymi i wiarygodnymi. 

Chciałbym także podziękować prof. Adamowi Liwo oraz prof. Cezaremu Czaplewskiemu  

z Katedry Chemii Teoretycznej za pomoc i życzliwość. 

 

Na koniec chciałbym podziękować Panu Profesorowi Jerzemu Ciarkowskiemu za jego 

opiekę, wiedzę i doświadczenie, które prowadziły mnie we wszystkich etapach mojej kariery 

naukowej.   
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