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IVa. Tytut osiggnigcia naukowego:
Empiryczne pola silowe, jako narzedzie w badaniu wlasciwosci biologicznych
wybranych bialek receptorowych, proteaz serynowych oraz bialek osocza.
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IVe. Omowienie celu naukowego i osiggnigtych wynikow.

1.0.0. Cel badan.

Przedstawiony do oceny cykl publikacji jest po$wigcony badaniom nad zastosowaniem
empirycznych pol sitowych do przewidywania / wyjasnienia moleklualnych mechanizmow
funkcjonowania wybranych bialek. W celu uzyskania dostgpu do szerokiego materiatu
badawczego, podjatem wspoélprace z grupami eksperymentalnymi, gdyz tylko metody
eksperymentalne sa w stanie zweryfikowa¢ poprawnos¢ przewidywan. Jednocze$nie, metody
teoretyczne sg w stanie wyjasni¢ molekularne podstawy obserwowanych efektéw dajac tym

samym peten obraz dziatania badanych uktadéw molekularnych.

2.0.0. Wstep.

2.1.0. Rys historyczny oraz geneza empirycznych pol sitowych.

Metody empirycznych pdl sitowych wynikajg bezposrednio z przyblizenia Borna -
Oppenheimera pozwalajgcego na matematyczne rozseparowanie ruchu jader i elektronow [1].
W nastgpstwie tego zalozenia mozemy przedstawiaé czasteczki chemiczne, jako natadowane
sfery polaczone ze sobg sprezynkami. Historycznie rzecz ujmujac, wszystko zaczelo sie
w 1865 roku, kiedy to August Wilhelm von Hofmann zbudowatl pierwszy model czgsteczki
etanu. Model ten byt daleki od doskonatosci, niemniej jednak pozwalal na zobrazowanie
wygladu czasteczki. [2]. Autorem idei czasteczek przedstawionych jako natadowane kulki
potaczone ze sobg sprezynkami, jest DQNALD H. Andrews. Taki sposob przedstawiania
czgsteczek pozwolil mu na wyjasnienie widm typu Ramana. [3]. Pierwszg symulacje
dynamiki molekularnej przeprowadzili Alder i Wainwright z wykorzystaniem przyblizenia
kul twardych, w ktorym atomy mogty oddziatywaé ze soba tylko podczas idealnych zderzen
[4]. Jednakze fundamentalng praca, dajacg podstawy opracowaniu empirycznych pol
sitowych jest publikacja Synder i Schachtschneider, w ktorej autorzy pokazujg mozliwo$¢

przenoszenia statych sitowych wigzan chemicznych pomiedzy czasteczkami [5].

2.2.0. Funkcja energii uzywana w empirycznych polach sitowych.
Wspotczesne pola sitowe w wigkszosci przypadkdéw opieraja si¢ o stosunkowo prostg funkcje

energii (patrz Rownanie 1).
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Roéwnanie 1. Funkcja shuzaca do obliczania energii potencjalnej w przyblizeniu empirycznych pol
sitowych. Es —energia odksztalcenia wigzania, E, — energia odksztalcenia kata walencyjnego, Eel —
energia oddziatywan typu kulombowskiego, En — energia oddzialywan typu van der Waals,

przyblizong potencjalem Leonarda-Jonesa, Eir- wktad pochodzacy od obrotu wokot wigzan.

Oddzialywania wigzace pochodzace od odksztalcenia wigzan oraz katéw walencyjnych
zostaly przyblizone potencjalem harmonicznym. Gtéwng zaletg tego rozwigzania jest bardzo
niski koszt obliczeniowy, jednakze trzeba pamigta¢, iz ten potencjat dziata poprawnie
w stosunkowo waskim zakresie odksztalcen. Oddzialywania niewigzace pochodzace od
oddziatywan ladunek - ladunek przybliza si¢ zgodnie z prawem Culomba, natomiast
oddzialywania typu van der Vaals potencjatem Lenarda Jonesa. Zastosowane w rownaniu
potegi, najlepiej pasuja do danych eksperymentalnych. Ze wzgledu na symetrie, wkiad
pochodzacy od obrotu wokot wigzan jest obliczany za pomocg funkcji cosinus
z odpowiednimi wspodtczynnikami oznaczajagcymi barier¢ rotacji oraz ilo$¢ minimow
wystepujacych podczas petnego obrotu.

Energia uktadu dana réwnaniem 1 jest funkcja wspotrzednych jader atomowych. Z uwagi na
niski koszt obliczen funkcja ta umozliwia symulowanie stosunkowo duzej (w chwili obecnej

jest to ok. 10°) grupy atoméw [6,7].

2.3.0. Badanie uktadow molekularnych przy uzyciu empirycznych pot sitowych.

W przypadku empirycznych pol sitowych istniejg dwie klasy metod umozliwiajace badanie
zachowania si¢ uktadow molekularnych w czasie.

Metody mapowania adiabatycznego umozliwiaja obliczenie konformacji uktadow
biologicznych z zadeklarowanymi wigzami. Mogg to by¢ wiezy natozone na odlegtos¢ lub
kat. Ich celem jest zawgzenie przeszukiwane] przestrzeni konformacyjnej tylko do
okreslonego rejonu. Odmiang mapowania adiabatycznego jest metoda aproksymacji stanow.

W metodzie tej mamy do dyspozycji stan poczatkowy oraz koncowy uktadu a nastepnie za
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pomocg operacji translacji 1 rotacji uzyskujemy konformacje na drodze pomigdzy
zadeklarowanymi wczes$niej stanami.

Druga klasa metod pozwalajacg na symulowanie zachowania si¢ uktadow molekularnych
w czasie jest dynamika molekularna. W metodzie tej wykorzystujemy sity, ktore wystepuja
w uktadzie na skutek oddzialywan pomiedzy atomami. Robimy to doktadnie jak w mechanice

klasycznej, najczgsciej korzystajac z rownan Newtona (Rownanie 2).

d°r
m, —-=F(r
5z~ hi(0)

Roéwnanie 2. Klasyczne rownanie ruchu wynikajace z II zasady dynamiki Newtona. Przyspieszenie

zostalo tu zapisane, jako druga pochodna potozenia po czasie.

Istnieje wiele algorytméw rozwigzujacych ten problem, niemniej jednak najprostszym
I najbardziej efektywnym wydaje si¢ by¢ algorytm Verleta. Najczgsciej stosowang jego
wersja jest tak zwany algorytm ,,zabiego skoku”. Algorytm zabiego skoku uzywa potozen
atomoéw w czasie (t) oraz predkosci w czasie (t-At) do obliczenia brakujacych potozen
1 predkosci, uzywajac sit dzialajacych na atomy wyliczanych jako pochodna z funkcji energii
w symulowanym uktadzie molekularnym (patrz Rownanie 3).

X(t + At) = x(t) + dx(t) B i+ —)At

w(t_ Aty d? x(t)

)= T+

Roéwnanie 3. Algorytm Verleta w wersji ,,zabiego skoku”, At — arbitralny krok czasowy.

w(“_g
2

Na poczatku symulacji nastgpuje losowanie predkosci poczatkowych zgodnie z rozkladem
Maxwella. Co oznacza, ze kierunek symulacji (a konkretnie jego poczatek) w czasie jest
arbitralny. W konsekwencji ewolucja badanego uktadu molekularnego moze prowadzi¢ do

innego zestawu konformaciji [6,8].

2.3.1. Czas symulacji.

Bardzo waznym aspektem, ktory powinni§my uwzgledni¢ w celu dostosowania warunkow
symulacji komputerowej do przeprowadzonego eksperymentu jest czas. Rozwigzujac
rownania Verleta musimy uwzgledni¢ krok czasowy symulacji. Zbyt duzy krok czasowy

spowoduje zbyt dlugie dzialanie obliczonych sit, bez korekty kierunku, na atomy badanego
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uktadu, co spowoduje utrate integralno$ci symulowanego systemu. Efektem bedzie
zakonczenie symulacji z bledami. By ograniczy¢ czas dziatania sit wykonuje si¢ ich
aktualizacje z czasem wynoszacym ok. 0,1 czasu drgania wigzan kowalencyjnych
zawierajacych atom wodoru. Zazwyczaj jest to ok. 1 fs. Niestety czas procesow
biologicznych, ktore chcielibysmy symulowac jest znacznie dtuzszy i np.: proces zwijania
bialek czy wigzania si¢ ligandéw moze wynosi¢ nawet 10 s. Oznaczaloby to konieczno$¢
wykonania 10*® krokéw algorytmu. Nawet przy uzyciu super-komputeréw jest to wykonalne
w rozsagdnym czasie. Dlatego stosujemy réznorodne metody by pomimo ograniczonej skali
czasowe] odwzorowac¢ naturalne procesy. Zazwyczaj procesy biologiczne przechodza przez
blizej nieokre$long liczbe stanéw przejsciowych. Stany te charakteryzuja si¢ pewng
trwalo$cig, naturalnie spowalniajac obserwowany proces. Podczas symulacji komputerowej
mozemy nienaturalnie zwiekszy¢ energi¢ potencjalng takiego uktadu dajac mu tym samym
mozliwo$¢ opuszczenia lokalnego minimum. Drugim sposobem jest symulacja ukladu
molekularnego, ktory jest stosunkowo niedaleko minimum globalnego a tym samym

przeszedt juz wszystkie posrednie stany przejsciowe [9,10].

2.3.2. Otoczenie badanego obiektu molekularnego.

Badajac biomolekuty, takie jak biatka, niezbedne jest uwzglednienie naturalnego otoczenia
badanego obiektu. Wigkszo$¢ biomolekut wystepuje w §rodowisku wodnym, dlatego tez jak
najbardziej racjonalne odwzorowanie tego S$rodowiska jest istotne dla prawidtowosci
otrzymanych wynikow. Istnieja dwa sposoby na uwzglednienie S$rodowiska wodnego
w badanym uktadzie. Pierwszym z nich jest dodanie pewnej liczby czasteczek wody, ktora
bedzie otaczaé symulowane biatko. Istnieje wiele modeli czasteczek wody, do
najwazniejszych nalezy zaliczy¢: TIP3P, TIP4P, TIP5SP, SPC, SPC/E czy F3C rdznigcych sie¢
miegdzy sobg iloscig obiektéw oraz lokalizacjg tadunkow punktowych.

Drugim sposobem jest zastosowanie funkcji matematycznej by ,,symulowata” obecno$¢ wody
w badanym uktadzie. Najpopularniejszym matematycznym modelem wody jest Generalized
Born Surface Area (GBSA) [11,12].

2.4.0. Zastosowanie empirycznych poél sitowych.

Przy pomocy empirycznych pdl sitowych mozna przewidzie¢ / obliczy¢ nastgpujace
parametry opisujace badane uktady molekularne:

a) parametry opisujace energetyke:

- ciepto wlasciwe, energi¢ deformacji,
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- energi¢ konformacyjna,

- wysokosci bariery energetycznej oddzielajacej poszczegdlne konformacje.

b) parametry opisujace geometri¢:

- geometri¢ czasteczek przyjmujacych réznorodne konformacje (dtugosci wigzan, wartosci
katow walencyjnych oraz torsyjnych) w stanie podstawowym,

- geometri¢ czasteczek w stanie krystalicznym,

- geometri¢ czasteczek stanach przejsciowych, separujacych dwie konformacje,

- geometri¢ czasteczek w blizej nieokreslonym punkcie czasowym.

c) parametry opisujace drgania oscylacyjne:

- czgstosci oscylacyjne oraz ich amplitudg.

d) pozostate parametry:

- powinowactwo chemiczne zalezne od konformacji i/lub odksztatcenia czasteczki,

- dane termodynamiczne takie jak kinetyka oraz entropia.

2.5.0. Korelacja otrzymanych wynikow z danymi eksperymentalnymi.

Aby wyniki otrzymane z uzyciem danego pola sitowego byly wiarygodne, musi ono zosta¢
skrupulatnie sparametryzowane w oparciu zarbwno o obliczenia teoretyczne na wysokim
poziomie chemii kwantowej matych ukladéw modelujacych istotne fragmenty
przewidzianych do badania klas zwiazkow. W tym podej$ciu powierzchnia energii
potencjalnej matego uktadu reprezentuje fragment powierzchni energii potencjalnej badanego
uktadu. Drugim zrédlem parametrow sg dane eksperymentalne. Niewlasciwie wykonana
parametryzacja sprawi, iz wszystkie uzyskane wyniki nie bedg mialy sensu fizycznego.

By przewidywania teoretyczne byly poprawne, najwazniejsze jest takie dostosowanie naszego
modelu by w jak najbardziej doktadny sposéb odwzorowywat badany obiekt. W tym miejscu
zawsze stajemy przed wyborem pomiedzy doktadno$cia modelu a stopniem jego
skomplikowania. Wraz ze wzrostem ilosci skladowych modelu oraz stopnia ich
skomplikowania, ro$nie takze czas potrzebny na obliczenia komputerowe, ktére majg ten

model symulowac (patrz Rysunek 1).
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badane wlasciwosci

Stopien skomplikowania
modelu.

Wybor pola sitowego.
Czas symulaciji.

A 4

potrzebna doktadno$¢ dostepna moc obliczeniowa

A

Rysunek 1. Diagram obrazujacy zalezno$¢ pomigdzy doktadnoscia modelu, dostgpna moca

obliczeniowg oraz badanymi wlasciwosciami uktadu molekularnego.

Wybor sposobu wykonania modelowania badanego zjawiska bedzie gtownie zalezat do trzech
czynnikdéw: pytan na ktore nasz model bedzie mial odpowiedzie¢, doktadnosci tych
odpowiedzi oraz wykonanych przewidywan a takze od dostepnej mocy obliczeniowej. Jezeli
wybrany / zbudowany model bedzie zbyt prosty, badane zjawisko moze nie by¢ przez niego
wystarczajgco oddane. Jesli model bedzie zbyt skomplikowany proébkowanie przestrzeni
konformacyjnej moze by¢ niemozliwe do wykonania.

W catlym przedstawionym procesie poznawczym bardzo istotna jest korelacja z danymi

eksperymentalnymi. Caly proces najlepiej ilustruje nastepujgcy schemat zobrazowany na

Rysunku 2.
: dane
bagany obiekt —— | eksperyment —> | eksperymentalne
model _ metody , przgwigjyvyanie/
badanego obiektu komputerowe wyjasnienie

Rysunek 2. Diagram obrazujacy korelacje pomi¢dzy danymi teoretycznymi a eksperymentalnymi.

W przedstawionym diagramie najbardziej istotna jest korelacja pomig¢dzy danymi
eksperymentalnymi a danymi teoretycznymi. W idealnym przypadku jest ona kompletna. Ten
fakt pozwala na doktadne wyjasnienie obserwowanych efektéw a takze waliduje zar6wno
badania eksperymentalne jak 1 teoretyczne. Jednakze przewaznie korelacja jest czesciowa lub
brak jej wcale. W takim przypadku niezbedne jest powtdrzenie/sprawdzenie procesu

modelowania a takze ponowna walidacja lub powtdrzenie eksperymentu [13].
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W badaniu zaleznos$ci struktura / aktywnos$¢ biatek poprawna budowa modelu ma kluczowe
znaczenie, gdyz tylko wtedy bedziemy stanie poprawnie zidentyfikowaé wszystkie reszty
aminokwasowe odpowiedzialne za konkretne oddzialywania. Najbardziej optymalnym
przypadkiem jest dostepno$¢ struktury eksperymentalnej badanego biatka. Jesli tak nie jest,
lub struktura eksperymentalna zawiera braki, niezb¢dne jest wykonanie modelowania
molekularnego brakujacego fragmentu. Dostgpne sa dwa gléwne sposoby by wykonaé to
zadanie. Jest to uzycie metod typu ,,knowledge-based” lub ,,bioinformatics-based”, w ktérych
wykorzystujemy dostepne dane eksperymentalne. Najprostszym uzyciem ,,knowledge-based”
jest modelowanie przez homologi¢. Mozna takze uzy¢ potencjalu opartego na fizyce
oddziatywan ,,physics based”, w ktérym taczymy brakujace fragmenty biatka tancuchem
w konformacji rozciagnigtej a nastgpnie uzywajac naszego pola silowego znajdujemy
minimum energetyczne dla naszego biatka. W niektdrych przypadkach niezbedne jest uzycie

obu metod w sposob sekwencyjny.

2.6.0. Wizualizacja wynikow.

W calym procesie budowy modelu oraz analizy wynikéw bardzo pomaga wizualizacja.
Doktadnie jak w przypadku procesu budowy modelu, wybdér programu komputerowego
umozliwiajacego ,,naoczng” analiz¢ wynikow bedzie zalezal od postawionego pytania.
Dlatego tez posiadanie dobrego a jednoczesnie niezbyt skomplikowanego narzedzia

umozliwiajacego ogladanie i analizowanie wynikow jest rownie wazne.

2.7.0. Biatka jako badane uktady molekularne.

Biatka sa najbardziej uniwersalnymi i czasteczkami, ktore uczestnicza w niemalze kazdym
procesic odbywajagcym si¢ w organizmach zywych. Biorg udzial miedzy innymi
w : katalizowaniu proceséw biochemicznych, transporcie i magazynowaniu innych
czasteczek, obronie immunologicznej, przenoszeniu impulséw nerwowych. Bialka petnia
takze funkcje mechaniczno-strukturalne. Z tego wzgledu szczegblowe poznanie
mechanizmow ich dziatania jest kluczowe dla zrozumienia proceséw biochemicznych
zachodzacych w organizmach zywych. Struktura biatek a co za tym idzie ich funkcja jest
determinowana przez sekwencj¢ aminokwasowg. Podczas procesu fatdowania si¢, biatko
przybiera odpowiednig strukturg, ktéra umozliwia mu petnienie wyspecjalizowanej funkcji.
Analizujgc oddziatywania pomigdzy taficuchami bocznymi aminokwaséw wewnatrz bialek,
oddziatywania typu biatko - ligand a takze dynamike zmian konformacyjnych biatka mozna

wyciggng¢ wnioski odnosnie mechanizmu jego dziatania. [14,15]. Kolejnym wyzwaniem jest
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projektowanie, badanie oraz zrozumienie mechanizmoéw dziatania czasteczek, ktore moga by¢
agonami lub antagonami biatek. W tym celu poszukuje si¢ miejsc wigzania tych czasteczek
do biatek. W wiekszosci przypadkéw mozemy mowi¢ o mechanizmie ,,klucz-zamek™, gdzie
zwigzany ligand przesuwa réwnowage w stron¢ formy aktywnej (agon) lub nieaktywnej
(antagon) lub blokujgc miejsce aktywne biatka tym samym wylaczajac jego funkcje [15,16].
Dokowanie jest matematycznym procesem, ktory ma za zadanie odpowiedzie¢ na pytanie
odnosnie wzajemnego ulozenia w przestrzeni biatka 1 jego liganda. Doktadnie jak
w przypadku symulowania procesu zwijania biatek, tu takze wyrdézniamy metody oparte na
fizyce oddziatywan oraz metody modelowania poréwnawczego. W przypadku metod
homologicznych wiemy gdzie znajduje si¢ kieszen wigzaca ligand i zasadniczo nasze pytanie
skupia si¢ na samej konformacji zwigzanego liganda oraz reszt aminokwasowych z nim
oddziatujgcych. Jesli natomiast miejsce wigzania liganda nie jest znane, musimy wykorzystac
metody oparte na fizyce oddziatywan. Prawdopodobienstwo danej konformacji biatko - ligand
jest ustalane na podstawie badania statystyk rozkladu wzglednych orientacji liganda
wzgledem biatka oraz przy uzyciu przedstawionej wcze$niej funkcji energii a konkretnie

cztonow opisujgcych oddzialtywania niewigzace [17,18,19].
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3.0.0. Opis dorobku.
Wyniki
przedstawionego na Rysunku 3.

przedstawionych do oceny badan zobrazowalem za pomoca Sschematu

MODELOWANIE MOLEKULARNE

badanie zmian konformacyjnych
bialek oraz korelacji
z danymi eksperymentalnymi

wizualizacja
struktur biomolekularnych

badanie oddzialywan
biatko - ligand

- dokowanie przy znanym |- badanie aktywacji bialka | - dodanie zaawansowanych
miejscu wigzania liganda: wymuszonej aktywatorem: H2, | funkcji do  programu do
H1, H8, (3.1.0) H10, (3.3.0) wizualizacji danych

- dokowanie przy nieznanym
miejscu wigzania liganda: H6,

- badanie wptywu okreslonych
fragmentéw bialka na proces

pochodzacych z modelowania
molekularnego: H7 (3.7.0)

H11, (3.2.0) jego aktywacji: H3, H4, H9,
(3.4.0)

- budowa brakujacych
fragmentéw biatka 1 wyjas-
nienie ich funkcji: H5 (3.5.0)

- badanie oligomeryzacji

biatek: H12 (3.6.0)

Rysunek 3. Schemat przedstawiajacy dorobek habilitacyjny.

3.1.0. Poszukiwanie konformacji biatko — ligand przy znanym miejscu wigzania liganda.
Badanie oddziatywan biatko - ligand przy znanym miejscu wigzania znacznie zawgza
znacznie

konformacyjna badania

szybszymi.

sg dane

przeszukiwang przestrzen cZyniac

Najpewniejszym zrodlem informacji o miejscu wigzania si¢ ligandow
eksperymentalne. Struktury krystaliczne lub okreslone widmami NMR stanowig nieocenione
zrédlo informacji nie tylko o miejscu wigzania si¢ liganda a takze o jego konformacji oraz

resztach z nim oddziatujacych. Takie badania wykonywatem w pracach H1 oraz H8.

3.1.1. Praca H1.
W przypadku pracy H1 zajmowalem si¢ kompleksem biatka S100B z pentamidyng. Biatko
S100B jest czlonkiem matej rodziny biatek S100 (do dzisiaj znanych jest jedynie 25
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przedstawicieli). Nazwa tych biatek wzigta swdj poczatek z faktu, iz pierwszy poznany
przedstawiciel tej rodziny byt rozpuszczalny w 100% nasyconym roztworze siarczanu amonu.
Bialka te wykazuja dosy¢ duze podobienstwo sekwencyjne wahajace si¢ w granicach 25-65%
a takze zawierajg motyw wiazacy wapn ,,EF”, ktory sktada si¢ z dwoéch helis ,,E” oraz ,,F”
potaczonych ze sobg 12 resztowg petla, ktora wigze jon wapniowy. Biatko S100B jest
zaangazowane we wiele procesow komoérkowych. Bierze udzial w gospodarce wapniowej a
takze w specjalizacji funkcyjnej komorek. Jednakze glownag funkcja biatka S100B jest
regulacja aktywnosci biatka p53 odpowiadajacego za apoptoze komoérek. Podwyzszony
poziom S100B hamuje funkcje p53 pozwalajac na nadmierne namnazanie si¢ komorek.
Dlatego podwyzszony poziom biatka S100B uzywany jest jako marker komorek
nowotworowych (gtownie chodzi o czerniaka) [20,21]. Wiadomo, ze pentamidyna bardzo
dobrze przeciwdziala tworzeniu si¢ kompleksu S100B - p53. Dlatego doktadne zrozumienie
jak dziata ten bloker, byto celem mojej pracy opisanej w publikacji H1. Do modelowania
molekularnego uzytem eksperymentalng struktur¢ S100B w kompleksie z peptydem TRTK-
12 (IMQ1) (Rysunek 1B), ktéry to peptyd wigze si¢ z resztami aminokwasowymi
odpowiedzialnymi za oddzialywanie S100B - p53. Pozycja tryptofanu z peptydu TRTK-12
postuzyta jako centrum zadeklarowanej przestrzeni dokowania. Najnizej energetyczne
konformacje otrzymane przeze mnie przy pomocy metod obliczeniowych zostaty
przedstawione na Rysunku 4A (oraz Rys. 1 w publikacji H1).

A) B) C)

31QQ

1MQ1

Rysunek 4. Biatko S100B w kompleksie z ligandami. A) zamodelowana konformacja pentamidyny
praca H1; B) struktury eksperymentalne z peptydem TRTK-12; C) struktura kompleksu
z pentamidyng (niebieski) oraz ligandem (SBi4211) (bardzo podobnym do pentamidyny) (fioletowy).
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Najistotniejszym oddziatywaniem zidentyfikowanym przy pomocy otrzymanego modelu jest
mostek solny pomiedzy E39 a pentamidyng utworzony wewnatrz biatka. Na powierzchni
biatka AUTODOCK wskazywat na dominujaca rolg¢ oddziatywan hydrofobowych z V80. Do
walidacji wynikéw postanowitem uzy¢ pola sitowego AMBER 1 dynamiki molekularne;j.
Uzywajac zadeklarowanego wczesniej miejsca wigzania, umiescilem w nim peptyd
a nastgpnie wykonalem symulacje w polu sitowym AMBER. Wynik symulacji wskazywatl na
obecno$¢ drugiego mostka solnego S100B (E51) - pentamidyna, utworzonego na powierzchni
biatka (Rysunek 4A). Doktadna identyfikacja reszt aminokwasowych miata postuzy¢ do
zaprojektowania innych inhibitoréow S100B. Sledzac postep badan nad biatkiem S100B
zobaczylem ze w 2008 roku ukazata si¢ praca opisujaca kompleks S100B z pentamidyna
(3CR4), natomiast po trzech latach ukazata si¢ inna struktura z peptydem TRTK-12 (31QQ).
W tym przypadku pozycja peptydu TRTK-12 jest diametralnie inna niz w strukturze (1MQ1)
(Rysunek 4B). Dodatkowo w roku 2012 ukazata si¢ struktura bardzo podobnego inhibitora do
pentamidyny (SBi4211) (4FQO) (Rysunek 4C). Z tych prac i opublikowanych struktur
(31QQ, 3CR4 oraz 4FQO) wynika diametralnie inny obraz odno$nie reszt biorgcych udziat
w oddzialywaniu S100B - p53. Przy biednym =zatozeniu, metoda nie mogla dobrze
przewidzie¢ miejsca wigzania peptydu. Z drugiej strony struktura pentamidyny z S100B
(3CR4) oraz SBi4211 - S100B (4FQO) pokazuja oddziatywanie typu mostek solny z petli
taczacej pierwszy i1 drugi motyw (EF) wiazacy kation wapniowy, zlokalizowany w poblizu
wytypowanego wczesniej oddzialywania, co mozna niewatpliwie uzna¢ za sukces metody, iz
nawet w przypadku biednie zdefiniowanej przestrzeni dokowania potrafita znalez¢ wlasciwe

oddziatywania na powierzchni biatka.

3.1.2. Praca H8.

Nieswoiste zapalenie jelit (ang. Inflammatory Bowel Disease, IBD) jest to grupa przewlektych
chordb zapalnych przewodu pokarmowego, gtownie jelita grubego lub cienkiego. Najczesciej
objawia si¢ to jako choroba Lesniowskiego-Crohna lub wrzodziejace zapalenie jelita grubego
[22]. Prowadzone badania pokazuja, iz endogenne peptydy opioidowe takie jak Met— oraz
Leu— enkefalina maja korzystny wptyw w terapii IBD. Jednakze peptydy te sg rozktadane
przez biatka z rodziny enkefalinaz [23]. W pracy H8 zajmowalem si¢ wyjasnieniem
molekularnego mechanizmu dziatania inhibitorow biatek NEP (neprylizyna) oraz APN
(aminopeptydaza N). Struktury obu tych biatek w kompleksie z inhibitorami sg dost¢pne
w bazie danych PDB pod kodami NEP - 2QPJ oraz APN - 4FYS. W przypadku kompleksu

NEP - (ligand 120) nie mozna byto dokona¢ komputerowej mutacji reszt aminokwasowych,
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z tego wzgledu uzytem pozycji liganda jako znacznika dla tancucha gtownego dokowanego
peptydu. Dane literaturowe wskazuja, iz reszta w pozycji trzeciej musi znajdowac sie¢
w kieszeni S1’ biatka. Tak zbudowany kompleks zoptymalizowatem za pomoca dynamiki
molekularnej, zaimplementowanej w programie AMBER. W przypadku biatka APN sprawa
byta juz tatwiejsza, gdyz wystarczyto wykonanie komputerowej mutacji peptydu, ktory juz
znajdowat si¢ w kieszeni wigzacej liganda. Doktadnie jak w poprzednim przypadku, nowo
zbudowany model zoptymalizowalem przy uzyciu pola sitowego AMBER. Zamodelowane
kompleksy biatek NEP i APN z peptydami zostaly przedstawione na Rys. 1 manuskryptu H8

oraz Rysunku 5.

Rysunek 5. Wizualizacja komplekséw biatko — ligand uzytych w pracy H8. (A) Eksperymentalna
struktura ludzkiej neprylizyny (NEP) z inhibitorem 120 (kod PDB: 2QPJ). (B) Zbudowany model NEP
z peptydem Xl (KKQRFSR). (C) Struktura eksperymentalna ludzkiej aminopeptydazy N (APN)
z angiotensyna (VYIHPF) (kod PDB: 4FYS). (D) Zbudowany model APN z peptydem XIII
(KKQRFSR).
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Kolejnym etapem badan byla identyfikacja reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za
oddziatywanie biatko - ligand. Dane eksperymentalne pokazaty, iz bardzo dobrag modyfikacja
byto wprowadzenie dwoch reszt lizyny na N- koncu peptydu. Efekt byt widoczny zaréwno
dla uktadow z bialkiem NEP jak i APN. Moje modele pokazaty, iz dla aminopeptydazy N
zwickszony efekt inhibicyjny peptydu XII byt skutkiem tworzenia si¢ dwoch mostkow
solnych pomiedzy resztami lizyny pochodzacymi z peptydu oraz resztami kwasu
asparaginowego (590 oraz 591). Dla neprylizyny wyjasnienie dobrego dzialania dwoch reszt
lizyny na N- koncu badanych peptydow jest bardzo podobne, tylko ze w tym przypadku
mostki solne tworzg si¢ z kwasem glutaminowym (355 i 411). Podsumowujac, zbudowane
przeze mnie modele pozwolity na wiarygodne wyjasnienie obserwowanych efektow
inhibicyjnych we wszystkich badanych peptydach. Zidentyfikowane reszty aminokwasowe

postuzyty do zaprojektowania bardziej efektywnych inhibitorow (patrz publikacja P22).

3.2.0. Poszukiwanie konformacji biatko - ligand przy nieznanym miejscu wigzania liganda.

Badanie oddziatywan biatko - ligand gdy miejsce wigzania liganda nie jest znane, ze wzglgdu
na ilo$¢ minimow lokalnych na hiperpowierzchni energii potencjalnej jest niezwykle
utrudnione. W takim przypadku musimy zaufa¢ zastosowanej funkcji energii. Jednakze
wyniki uzyskane przy pomocy nowoczesnych programéw komputerowych cechuja si¢ duzym
prawdopodobienstwem  sukcesu.  Dodatkowa  walidacja przy uzyciu  danych
eksperymentalnych zwigksza prawdopodobienstwo ich poprawnosci. Takimi badaniami

zajmowatem si¢ w pracach H6 oraz H11.

3.2.1. Praca H6.

Choroby neurodegeneracyjne mogg mie¢ podtoze genetyczne lub srodowiskowe i powoduja
zaburzenia struktury i funkcji neuronow. W skrajnych przypadkach nastepuje Smier¢ komorek
moézgowych. Zazwyczaj sg to choroby wieku sredniego lub starczego a wraz ze statystycznym
wzrostem dtugosci ludzkiego zycia ich wystgpowanie bedzie si¢ sukcesywnie zwickszaé [24].
W zwiagzku z tym badania nad tym tematem sg niezwykle istotne. Jedng z najbardziej
rozpowszechnionych choréb neurodegeneracyjnych jest choroba Alzheimera. Istnieje kilka
hipotez jej powstawania, jednakze najbardziej rozpowszechniong jest hipoteza ztogow
amyloidowych [25]. Ztogi te sa tworzone przez peptydy (1-42) B amyloidowe. Pojedynczy
peptyd ma strukturg a helisy, jednakze po zmianie struktury II-rzedowej na B-kartk¢ formuje
fibryle majace negatywny wpltyw na komorki uktadu nerwowego. Celem badan opisanych w

pracy H6 byto zbadanie, czy trygonelina (jeden z alkaloidow wystepujacych w kawie) moze
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zapobiega¢ formowaniu ztogow amyloidowych. W tym celu uzylem strukture
eksperymentalng (1-42) peptydu B-amyloidowego a nastgpnie wykonatem seri¢ dokowan
trygoneliny. Ze wzgledu na fakt nieznajomos$ci miejsca oddziatywania peptyd - ligand,
zadeklarowana przestrzen dokowania obejmowata calg czasteczke peptydu. Wynik

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

Rysunek 6. Wynik dokowania trygoneliny (kolor
zielony) do (1-42) peptydu f-amyliodowego.

Istotne reszty histydyny oraz tyrozyny zostaty
pokolorowane na niebiesko i odpowiednio podpisane.

Z uwagi na fakt, iz badany peptyd B-amyliodowy nie posiada wyraznie zdefiniowanej
kieszeni wigzacej ligand, niezbedna byla ilo$ciowa analiza wynikow. W tym celu uzytem
jezyka skryptowego zaimplementowanego w programic RASMOL AB (publikacja H7, opis
w dalszej czgsci tekstu). Okazato sie, iz trygonelina preferuje reszty histydyny (6, 10, 13 1 14)
oraz tyrozyn¢ w pozycji 10. Wiadomo, iz to wilasnie te reszty odpowiadaja za formowanie si¢
ztogdbw amyloidowych. Zastosowana przeze mnie metoda ilosciowego zliczania konformacji
liganda okazata si¢ skuteczna w demonstracji dziatania trygoneliny, co daje szans¢ na uzycie
jej w badaniach kolejnych ligandéw majacych potencjalne dziatanie terapeutyczne.
Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie badania teoretyczne potwierdzaja potencjalng
mozliwos¢ zastosowania trygoneliny jako czynnika przeciwdzialajagcemu tworzeniu si¢
zlogdw amyloidowych. Jednocze$nie napisane przeze mnie skrypty do programu RASMOL
AB pozwolily na wyjasnienie molekularnego mechanizmu przeciwdziatania przez trygoneling

tworzeniu si¢ ztogéw amyliodowych.

3.2.2. Praca H11.

Nanotechnologia jest stosunkowo mtoda dziedzing nauki o duzym potencjale rozwojowym.
Jednakze, ciggle stosunkowo mato wiemy o szkodliwosci materiatdw ,,nano” na organizm
cztowieka [26,27]. Publikacja H11 probuje odpowiedzie¢ na to pytanie. W tym celu zostato
wybrane 6 reprezentacyjnych bialek wchodzacych w sktad osocza krwi: al-antytrypsyna,

albumina, ceruloplazmina, laktoferyna, lizozym oraz transferyna. Wybrane biatka posiadaja
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znane struktury, zdeponowane w bazie PDB. Czasteczka fulerenu C60 zostata wybrana jako
reprezentant czasteczek ,nano”. Nastepnie zaprojektowatem warunki dokowania, ktore
zostalo wykonane przez dr Magdaleng Witt. Dokowanie zostalo wykonane programem
AUTODOCK dla kazdego z wybranych modeli biatek. Zadeklarowana przestrzen dokowania
obejmowata caty model biatka. Najbardziej prawdopodobne kompleksy biatko - fuleren
(posiadajace najwigksza populacje oraz najnizszg energi¢ oddzialtywania), zostaty wybrane do
dalszej analizy. Wigkszo§¢ znalezionych miejsc oddziatywania ma potwierdzenie
eksperymentalne, jako istotne dla funkcjonowania wybranych biatek. Z tego wzgledu
niezb¢dne bylo dodatkowe oszacowanie sity wigzania fulerenu. W tym celu umiescitem
najbardziej prawdopodobne kompleksy biatko - fuleren w pudle wody odpowiednio duzym by
mozna byto wykona¢ symulacje Jarzynskiego zgodnie z rbwnaniem 4, [28].
a A _ oW
Rownanie 4. Rownanie Jarzynskiego, AF - zmiana energii swobodnej, W - sita potrzebna do

wyciagniecia liganda z biatka liczona jako $rednia po wszystkich trajektoriach, f=1/RT.

By uzyska¢ wiarygodny wynik przy uzyciu symulacji Jarzynskiego, nalezy ja przeprowadzié¢
kilkukrotnie a nastepnie wyciggna¢ $rednig. Wykres z kazdej przeprowadzonej symulacji
zostal przedstawiony na Rys. 7 w publikacji H11 a otrzymane wyniki zebrane w tabeli 1.
Okazato si¢, ze symulacje Jarzynskiego sg zbiezne z wynikami otrzymanymi za pomocg
programu AUTODOCK jedynie w przypadku, gdy ligand znajdowat si¢ na powierzchni
biatka. W przypadkach gdy byt zaglebiony, wyniki nie byty spdjne. Mozna to wytlumaczy¢
niedoskonato$cia pola sitowego zaimplementowanego w programie AUTODOCK.
Otrzymane wyniki pokazaly, iz fuleren nie wigze si¢ mocno z wybranymi do symulacji
biatkami. Obliczone zmiany energii swobodnej po zwigzaniu liganda wynoszg w granicach
10-40 kcal/mol. Jednakze przy znacznym st¢zeniu fuleren moze wykazywac wihasciwosci
toksyczne dla czltowieka. Ze wzgledu na ksztatt fulerenu mozliwe s3 wszystkie trzy
mechanizmy inhibicji  biatek: kompetycyjna, niekompetycyjna i  allosteryczna.
Podsumowujac, wykonane przeze mnie symulacje pozwolity na cze¢sciowag walidacje pola
sitowego zaimplementowanego w programie AUTODOCK w celu zastosowania do badania
powinowactwa do bialek nano-czgstek fulerenu. Z pewnymi obostrzeniami mozna je
stosowac do badania oddziatywan biatko — fuleren. Jednakze w celu uzyskania wiarygodnych

wynikéw niezbedne jest uzyciu bardziej zaawansowanych pdl sitowych.
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3.3.0. Badanie procesu aktywacji biatka wymuszonego aktywatorem.

Badanie samorzutnych zmian konformacyjnych biatek przy uzyciu dynamiki molekularne;
wymaga sporej mocy obliczeniowej, gldwnie z uwagi na fakt szybkosci tych zmian. By ten
czas zredukowac niezbedne jest wprowadzenie do symulowanego uktadu molekularnego
czynnika aktywujacego, ktory przesunie rOownowage w pozadang stron¢ (formy aktywnej lub
nieaktywnej). Takim czynnikiem aktywujacym/dezaktywujagcym najczesciej jest mata
czasteczka, ktdra umiejscowiona w centrum aktywnym wywotuje odpowiedni efekt. Innymi
czynnikami przesuwajacymi rownowage pomi¢dzy odpowiednimi formami biatek mogg by¢
specyficzne mutacje punktowe oraz temperatura. Ten typ badan opisalem w pracach H2 oraz
H10.

3.3.1. Praca H2.

Receptory sprz¢zone z biatkami G (ang. G-protein-coupled-receptor) sg jednymi z najbardziej
istotnych biatek blonowych. Reguluja odpowiedzi komérkowe w odpowiedzi na hormony,
neurotransmitery, fotony, czasteczki zapachowe i wiele innych sygnatow. O ich istotno$ci
swiadczy fakt, iz ok. 40% znanych lekoéw dziata poprzez te receptory [29]. GPCR posiadaja
charakterystyczng budowg. Sktadajg si¢ z 7 a-helis umieszczonych w btonie komoérkowej,
potaczonych ze sobg petlami zewnatrz- i wewnatrzkomérkowymi. Pomimo duzych sukcesow
w rozwigzaniu struktur eksperymentalnych zarowno w formie nieaktywnej jak i aktywowanej,
mechanizm aktywacji GPCR ciggle nie zostal do konca poznany [30]. W swojej pracy H2
badatem mechanizm aktywacji receptora bradykininy (B2R). Z uwagi na brak odpowiedniej
struktury badanego receptora, wykonalem jego modelowanie homologiczne w oparciu
o strukture¢ rodopsyny formie nieaktywnej. W kolejnym kroku umies$citem model aktywatora
(ktory zbudowatem w oparciu o wiezy uzyskane z eksperymentu NMR wykonanego przez
grupe prof. Clemensa Glaubitza) wewnatrz kieszeni receptora na cztery rozne sposoby. (Patrz

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

z zadokowanym hormonem. Transmembranowe odcinki helikalne receptora zostaly oznaczone jako

TM1 - TM7.

Tak zbudowane kompleksy umie$citem w modelu btony lipidowej a nastepnie wykonatem
symulacje dynamiki molekularnej. Wyniki symulacji porownatem ze strukturg cze$ciowo
aktywowanej rodopsyny. Celem przeprowadzonych symulacji byla odpowiedZ na pytanie,
ktora konformacja B2R - bradykinina prowadzi do aktywacji receptora. Tylko jedna
symulacja prowadzita do modelu spojnego konformacyjnie ze strukturg aktywowanej
rodopsyny (kompleks D, patrz Rysunek 7). Na jej podstawie udato mi si¢ zidentyfikowaé
reszty aminokwasowe odpowiedzialne za oddziatywanie receptor - aktywator. Dodatkowo
udato sie wysuna¢ hipoteze przelacznika tryptofanowego odpowiedzialnego za ustalenie si¢
rownowagi konformacyjnej pomigdzy formg nieaktywng a aktywowang receptora B2.

Podsumowujac, zidentyfikowatem konformacje¢ bradykininy wewnatrz receptora B2, ktéra
prowadzi do jego aktywacji. Zbudowany model pozwolit na identyfikacje reszt
aminokwasowych odpowiedzialnych za oddzialywanie biatko — ligand a takze specyficznych

zmian konformacyjnych receptora B2 zachodzacych podczas jego aktywacji.
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3.3.2. Rodzina biatek HtrA.

Biatka z rodziny HtrA (ang. High Temperature Requirement A) nalezg do proteaz serynowych
i wystepuyja w niemalze wszystkich znanych organizmach, prokariotycznych
1 eukariotycznych. Ich gléwng funkcja jest ochrona organizmu przed niewlasciwie
sfaldowanymi biatkami oraz potencjalnie szkodliwymi peptydami, gloéwnie poprzez ich
degradacje. Druga znanag funkcja bialek HtrA jest ich dziatanie jako chaperony, faldujac
niewlasciwie zwinigte biatka do ich konformacji natywnej. Obydwie funkcje biatek HtrA
odbywaja si¢ bez udzialu ATP a aktywacja biatka nast¢gpuje pod wplywem czynnika
sygnatowego, ktorym moze by¢ niewlasciwie zwinigte biatko lub podwyzszona temperatura
[31]. HtrA zbudowane sg z domeny protezowej oraz jednej lub dwdch domen PDZ [32].
Domena proteazowa (ktorej struktura wystgpuje w chymotrypsynie) sktada si¢ z dwoch
beczek polozonych wzgledem siebie prostopadle, pomigedzy ktorymi znajduje si¢ triada
katalityczna (H,D,S). Domena PDZ (jedna lub dwie) nastepuje po C-terminalnej  beczce
i sktada sie z 4-5 P kartek oraz 1 lub dwoch a helis. Gléwna rola domeny PDZ jest

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

Ser oraz petle sygnatowe sa opisane zgodne z nomenklatura stosowang w chymotrypsynie. (B)

Domena PDZ.

Aktywacja biatka ma mechanizm allosteryczny, gdzie nastgpuje przekazywanie sygnatu

pomiedzy petlami LA, L1, L2, L3 oraz LD z jednoczesnym otwarciem si¢ domeny PDZ.

Podczas procesu aktywacji obydwie B beczki domeny protezowej nie zmieniajg swojej

konformacji, wykonujac jedynie nieznaczne ruchy w celu wtasciwego ustawienia si¢ 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) bialek z rodziny HtrA. N-terminalna [ beczka zostala zaznaczona kolorem niebieskim,
C-terminalna kolorem cyjan. Miejsce triady katalitycznej zostato zaznaczone czerwona kulka a petli

L3 - zielong. Stomkowy blok reprezentuje domene(y) PDZ.

Biatka z rodziny HtrA wystepuja w formie oligomeréw. W przypadku HtrAgcoi W formie
nieaktywnej wystepuje heksamer, natomiast w formie aktywnej moga to by¢ nastgpujace
formy oligmeryczne: 3, 6, 12 i 24. Uwaza si¢, iz wyzsze formy oligomeryczne biorg udziat
w aktywnosci chaperonowej biatka [37]. Natomiast HtrA2nman zarowno w formie aktywnej
jak i nieaktywnej jest trimerem. Ludzkie biatko HtrA2numan jest protezg, ktoéra odpowiada na
kontrolg jakos$ci biatek mitochondrialnych. Biatko to uczestniczy takze w apoptozie komorki
a w konsekwencji w ontogenezie. Mutacje w genie kodujagcym HtrA2 s3a kojarzone
z chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak choroba Alzheimera i Parkinsona. Dlatego tez
doktadne poznanie mechanizmu dziatania tego bialka moze mie¢ potencjalne znaczenie

terapeutyczne dla 0s6b z chorobami nowotworowymi czy neurodegeneracyjnymi [38,39].

3.3.2.1. Praca H10.

W swojej pracy H10 badatem molekularny mechanizm aktywacji biatka HtrA2nyman. Ze
wzgledu na fakt dostepnosci jedynie formy nieaktywnej biatka (struktura zdeponowana pod
kodem PDB 1LCY) niezbe¢dne bylo wymodelowanie biatka w formie aktywnej. W tym celu
uzytem trzech technik obliczeniowych. 1) symulacja dynamiki molekularnej formy
nieaktywnej z umieszczonym peptydem aktywujacym w kieszeni wigzacej; 2) symulacja
dynamiki molekularnej mutantdw HtrA2nman wykazujacych zwigkszong aktywnosé

proteolityczng; 3) symulacja dynamiki molekularnej z wigzami pochodzacymi
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z eksperymentu FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer). W przypadku technik
1 oraz 2 w celu najlepszego odwzorowania rzeczywistych parametrow badanego uktadu,
zbudowane modele HtrA2numan umiescitem w pudle wody o wymiarach ok. 125x125x95 A.
W przypadku techniki 3 nie bylo to konieczne ze wzgledu na duzg ilos¢ wigzoéw, ktoére
uniemozliwity znieksztatcenie struktury biatka. W tym przypadku do symulacji otoczenia
wystarczyl uogolniony model Borna. By zaobserwowac zmiany konformacyjne biatka,
a zwlaszcza zmiany wywotane przez mutacj¢ punktowa niezbedny jest dosy¢ diugi czas
symulacji. We wszystkich uktadach symulowanych technikami 1 oraz 2, czas symulacji
wynosit 50 ns. W przypadku symulacji z wigzami (technika 3), wystarczyl znacznie krotszy
czas symulacji - 50 ps. Dzigki przeprowadzonej analizie czynnikowej ustalitem, iz za
aktywacje biatka HtrA2 odpowiadaja dwa gtowne ruchy domeny PDZ. Pierwszy ruch polega
na obrocie domeny PDZ wokoét wirtualnej osi znajdujacej si¢ pomiedzy a4PD a a7PDZ oraz
translacji przy oSPDZ. Zidentyfikowane ruchy zostaly pokazane na Rysunku 10 oraz

materiatach uzupetniajacych do publikacji H10.

Rysunek 10. Dominujace ruchy wystepujace podczas symulacji dynamiki molekularnej,
zidentyfikowane przy uzyciu analizy czynnikowej (PCA). Model — rotacja, Mode 2 — translacja
domeny PDZ podczas aktywacji HtrA2

Dodatkowo udato mi si¢ ustali¢ pozycje sygnatowej petli L3 biorgcej aktywny udziat
W tworzeniu tzw. klastrow sygnatowych pomiedzy petlami L3-LD-L1-L2. Podsumowujac,
moim osiggni¢ciem naukowym byla potwierdzona eksperymentalnie identyfikacja ruchow

domeny PDZ oraz identyfikacja reszt klastera sygnatowego podczas procesu aktywacji biatka.
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3.4.0. Badanie wptywu mutacji punktowych na aktywno$¢ biatka HtrA.

Zmiany konformacyjne zachodzace wewnatrz biatek warunkuja poprawne wykonywanie
przez nie odpowiednich proceséw biologicznych. Zmiany takie wiaza si¢ z przebudowaniem
wewnetrznej sieci oddziatywan. Wzmocnienie lub ostabienie specyficznego oddzialywania
moze przesuna¢ rownowage pomiedzy formg aktywnag i nieaktywng biatka. Ten typ badan

prowadzitem w pracach H4, H5 oraz H9.

3.4.1. Praca H3.

W pracy H3 niezbedne byto wyjasnienie obserwowanych zmian w widmach reszt tryptofanu,
podczas eksperymentéw CD w zakresie widma 240-330 nm, podstawionych w kluczowych
pozycjach petli aktywacyjnych (L1 oraz L2). W tym celu zbudowatem dwa modele HtrAg coii
w formie nieaktywnej oraz aktywnej w oparciu o dostgpne struktury eksperymentalne (1KY9
oraz 30U0). Nastepnic wykonalem analize strukturalng otoczenia oraz ekspozycji do
rozpuszczalnika reszt w pozycjach 205, 228, 229 oraz 336. Wyniki modelowania
molekularnego (potwierdzone widmami CD) pokazaty, iz reszty aminokwasowe z petli L2 sa
eksponowane do rozpuszczalnika natomiast reszta w pozycji 205 znajdujaca si¢ w petli L1
jest zaglebiona w biatku. By umozliwi¢ prawidlowe dzialanie triady katalitycznej
(a konkretnie S210) ruchy tego fragmentu biatka nie moga by¢ zbyt duze, co pokazuja
zbudowane modele biatka w formie nieaktywnej oraz aktywnej. W zwiagzku z tym podczas
procesu aktywacji reszta w pozycji 205 nie zmienia otoczenia a co za tym idzie nie jest
eksponowana do rozpuszczalnika.

Najlepiej eksponowang do rozpuszczalnika (zardbwno w formie aktywnej jak i nieaktywnej)
jest reszta 1229 z petli L2. Podsumowujac, zbudowane przeze mnie modele pozwolily na
doktadne wyjasnienie zarejestrowanych widm CD a takze daty podstaw¢ do wyjasnienia roli

petli L1 oraz L2 w mechanizmie aktywacji biatka HtrAg coli.

3.4.2. Praca H4.

Badanie mechanizmu aktywacji biatka HtrAecoi a konkretnie roli petli aktywacyjnych
kontynuowatem w pracy H4. By zrozumie¢ dokladnie mechanizm przekazywania sygnatu
aktywacyjnego pomiedzy petlami L1, L2 oraz LD wykonatem analiz¢ strukturalng
zbudowanego wczesniej modelu nieaktywnego oraz aktywnego biatka HtrAe coii (patrz Rys 1.
w publikacji H4). Zbudowane przeze mnie modele pozwolily na wyjasnienie roli reszty w
pozycji 232 w aktywno$ci proteolitycznej biatka HtrAe coii (patrz Rys 4. w publikacji H4 oraz
Rysunek 11).
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Rysunek 11. Wizualizacja zmian konformacyjnych zachodzacych w petlach sygnatowych podczas
procesu aktywacji biatka HtrAe coii. A — forma nieaktywna, B — forma aktywna.

W formie nieaktywnej petla L2 znajduje si¢ pomiedzy petlami L1 oraz L3. Podczas procesu
aktywacji petle L2 ze wszystkich podjednostek biatka przesuwajg si¢ ku centrum trimeru,
tworzac skomplikowang sie¢ oddziatywan. Model komputerowy pokazal, iz w samym
centrum tych oddziatywan znajduje si¢ reszta w pozycji 232. Gdy w pozycji 232 znajdzie si¢
reszta waliny, tworzy ona hydrofobowy klaster, ktory dobrze stabilizuje forme¢ aktywna biatka
a co za tym idzie mozna zaobserwowal wzrost aktywnos$ci proteolitycznej HtrAEe coii.
Zaburzenie naturalnych hydrofobowych oddziatywan petli L2 (mutacje w pozycji 229 oraz
238) powodowaty kompletny brak aktywnosci proteolitycznej. Na modelach HtrAg coii widac,
iz ten fragment biatka znajduje si¢ stosunkowo daleko od triady katalitycznej, takze nie
wplywa na sposob wigzania liganda oraz nie zaburza samej triady katalityczne;j.
Podsumowujac, dzieki analizie strukturalnej zbudowanych modeli, udato mi si¢ wyjasnic¢
molekularny mechanizm stojagcy za wprowadzonymi mutacjami punktowymi, efektami
ktérych byt wzrost lub spadek a takze brak zmian aktywnosci proteolitycznej HtrAg.coli.
Wspotpraca metod teoretycznych oraz eksperymentalnych w przypadku tej pracy
zaowocowala wybraniem jej przez edytora Archives of Biochemistry and Biophysics na

motyw przewodni oktadki czasopisma (patrz Rysunek 12).
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Rysunek 12. Oktadka czasopisma Archives of Biochemistry and Biophysics zawierajaca

rysunki z pracy H4.

3.4.3. Praca H9.

W przeciwienstwie do petli L1 czy L2, konformacja pe¢tli LD podczas procesu aktywacji
pozostaje niezmieniona (patrz Rysunek 11 oraz Rys.1 w pracy H9). Poznanie roli reszt
aminokwasowych tworzacych petle LD, podczas procesu aktywacji biatka HtrAg.coi, byto
przedmiotem pracy H9. Petla LD jest potozona na styku dwoch domen protezowych. Tworzy
ona sie¢ kontaktow z petlami L1, L2 oraz L3. W przeciwienstwie do petli LD, ktorej
konformacja nie ulega zmianie, podczas procesu aktywacji biatka petle L1, L2 oraz L3
drastycznie zmieniaja swoje polozenie. Wprowadzone mutacje punktowe: P170G, F171A,
L173A, E175A oraz E175L prowadzity do zmniejszenia si¢ aktywno$ci proteolitycznej
biatka. Zbudowany przeze mnie model komputerowy pozwolil na postawienie hipotezy, iz
petla LD pelni role rusztowania, ktére pozwala na utrzymanie wtasciwej konformacji petli L2.
Podczas procesu aktywacji i otwierania si¢ domen PDZ petla L3 przekazuje sygnat do petli
LD a ta poprzez sie¢ oddziatywan hydrofobowych przekazuje go petli L2 jednoczesnie
utrzymujac ja w konformacji umozliwiajacej prawidtowe dziatanie triady katalitycznej (patrz

Rysunki 11 oraz 13 a takze Rys. 1 w pracy H9).
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Rysunek 13. Nieaktywna (A) oraz aktywna (B) forma biatka HtrAgcoi. Petla LD zostata zaznaczona
kolorem jasnoniebieskim. Reszty aminokwasowe nalezace do triady katalitycznej zostaty zaznaczone

czerwonymi kulkami.

Zaburzenie oddzialywan petli LD z petlami L2 oraz L3 opisanych w pracy H9, poprzez
wprowadzenie mutantéw alaninowych prowadzi do obnizenia aktywnosci proteolitycznej
biatka. Na potwierdzenie wysunigtej hipotezy rusztowania $wiadczy fakt, iz mutant P170G
takze wykazywal obnizenie aktywno$ci proteolitycznej. Wprowadzenie reszty glicyny
zamiast proliny zwigkszyto swobode konformacyjng petli LD a co za tym idzie, nie mogta
ona stanowi¢ dobrego rusztowania uktadajagcego petle L2 w pozycji, ktora umozliwita by
triadzie katalitycznej prawidtowe funkcjonowanie. Podsumowujac, zbudowane przeze mnie
modele aktywnej oraz nieaktywnej formy biatka HtrAg coli pozwolily na doktadne wyjasnienie
molekularnego mechanizmu allosterycznego przekazywania sygnatu pomigdzy petlami L1,
L2, L3, LD oraz LA a takze wysuni¢cie hipotezy, iz pegtla LD stanowi rusztowanie dla

utrzymania wtasciwej konformacji przez petle L2.

3.5.0. Budowa brakujacych fragmentow biatka.

2.5.1. Praca H5.

W pracach H3, H4 oraz H9 zajmowalem si¢ badaniem molekularnego mechanizmu
allosterycznego przekazywania sygnatu pomig¢dzy petlami L1, L2 oraz LD podczas procesu
aktywacji biatka HtrAgcoi. Jednakze duzy element uktadanki ciggle pozostat nieznany. Do

dnia dzisiejszego struktura eksperymentalna petli LA pozostaje nieznana. W pracy H5
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podejmuje probe rozwiklania tego problemu. Wiadomo, iz petla LA pelni istotng role
w allosterycznym przekazywaniu sygnatu utrzymujac petle L1 oraz L2 w konformacji
nieaktywnej. Dodatkowo petla LA utrzymuje nieaktywna forme biatka HtrA, stabilizujac jego
heksamer. Ostatnig istotng funkcjg petli LA jest blokowanie dostepu do triady katalityczne;.
Wiadomo, iz delecja petli LA powoduje wzrost aktywnosci proteolitycznej HtrA, natomiast
delecja fragmentéw 34-39 i 60-68 powoduje spadek aktywnosci proteolitycznej a delecja
fragmentow 34-37 i 80-83 nie wptywa na aktywnosc¢ proteolityczng HtrAg coli [40].

Model petli LA zbudowatem przy uzyciu pola sitowego UNRES. Jako wstepne kryterium
selekcji modelu wykorzystatem potwierdzony fakt, iz p¢tla musiata pasowaé do wnetrza
biatka oraz posiada¢ mostek disiarczkowy pomig¢dzy resztami S57 a S69. W kolejnym kroku
zwinigty fragment petli dobudowalem do struktury eksperymentalnej z uwzglednieniem
pozycji wszystkich podjednostek heksameru. Otrzymany przeze mnie model pozwolit na
doktadng identyfikacj¢ reszt aminokwasowych tworzacych hydrofobowy klaster stabilizujacy
niecaktywng forme¢ biatka (patrz Rysunek 14B oraz Rys. 2 w pracy H5). Klaster ten byt
postulowany w publikacji opisujacej rozwigzang strukture HtrAe coli, [33], jednakze nie byt on
widoczny w krysztale. Zaburzenie interakcji tegoz klastra powoduje wzrost aktywnosci
proteolitycznej biatka HtrA. Moj model pokazuje oddzialywania pomiedzy resztami
fenyloalaniny w pozycjach 46, 49, 50, 63 oraz 68. Ze wzgledu na swoje potozenie istotne sa
takze reszty: Pro43, Arg44, GIn47 praz Gly70. Destabilizacja zwlaszcza oddziatywan
hydrofobowych tworzacych si¢ pomiedzy resztami fenyloalaniny prowadzi do
potwierdzonego eksperymentalnie wzrostu aktywnosci proteolitycznej biatka. Jednakze
najbardziej interesujacy przypadek wystapit w mutancie R44A. Ze wzgledu na jego hiper
aktywnos¢, grupie prof. Skorko-Glonek nie udato si¢ go oczysci¢. Tak wiec pytanie brzmiato,
dlaczego reszta w pozycji 44 jest tak wazna. Przeprowadzona przeze mnic analiza
rotametryczna pokazata, iz R44 stabilizujac nieaktywng form¢ HtrAe coii moze tworzy¢ dwa

typy oddzialtywan, kation — mt z F49 oraz mostek solny z D232 (patrz Rysunek 14C).
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Rysunek 14. A - zbudowany przeze mnie model petli LA, B — model petli LA wbudowany
w struktur¢ nieaktywnego heksameru HtrAecoi wraz z pokazaniem oddziatywan stabilizujacych
nieaktywna form¢ biatka, C - analiza rotametrow R44 wraz z pokazaniem oddziatywan
stabilizujacych nieaktywna forme biatka oraz prawdopodobienstw wystapienia zidentyfikowanych

konformacji.

Podsumowujac, dzigki zbudowanemu przeze mnie modelowi udalo si¢ doktadnie
zidentyfikowa¢ oraz pokaza¢ molekularny mechanizm dzialania reszt aminokwasowych petli

LA uczestniczacych w stabilizacji nieaktywnej formy biatka HtrAg coli.

3.6.0. Badanie oligomeryzacji biatek z rodziny HtrA.

Jak wspomniatem w rozdziale 3.3.2. biatka z rodziny HtrA wystepujg w postaci oligomerow.
W przypadku HtrAe.coii W formie nieaktywnej wystepuje jako heksamer, natomiast w formie
aktywnej moga to by¢ nastgpujace formy oligmeryczne: 3, 6, 12 i 24. Uwaza si¢, iz wyzsze

formy oligomeryczne biorg udzial w aktywnos$ci chaperonowej biatka [37].

3.6.1. Praca H12.

Stenotrophomonas maltophilia odgrywa coraz wigksza role w patogenezie zakazen
czlowieka, mimo iz jest zaliczany do grupy drobnoustrojow oportunistycznych. Bakteria ta
jest w stanie przetrwa¢ w niekorzystnych warunkach srodowiskowych a co za tym idzie takze
w organizmie cztowieka. S. maltophilia wykazuje naturalng oporno$¢ na wigckszos¢
antybiotykow, co przektada si¢ na wysoka $miertelno$¢ (ok. 40%) pacjentow z uposledzonym
uktadem odpornosciowym [41]. Jednym z czynnikdw pozwalajacym tej bakterii na
przetrwanie w niekorzystnych warunkach srodowiskowych jest kontrola biatek zapewniona

przez proteze HtrA.
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W pracy H12 opisuj¢ badania polegajace na poréwnaniu dzialania biatek HtrAswm. oraz
HtrAecoi. Badania eksperymentalne pokazaty, iz heksamer HtrAsm. wykazuje znacznie
mniejszg stabilno$¢ niz HtrAecoi. Oba biatka wykazaly takze réznice w powinowactwie
wigzanych sekwencji biatkowych. By rozwigzac¢ ten problem uzytem zbudowanych wczesniej
modeli formy aktywnej oraz nieaktywnej biatka HtrAgcoi. Ze wzgledu na brak struktur
eksperymentalnych HtrAs.m. modele tych biatek zbudowatem na bazie HtrAe coli przy uzyciu
technik modelowania porownawczego. Nastepnie wykonalem analiz¢ poréwnawcza nowo
zbudowanych modeli zarowno w formie aktywnej jak 1 nieaktywnej. Okazalo sig, iz
w kluczowych miejscach kieszeni S1 wystepuja znaczne rdznice reszt aminokwasowych
potencjalnie rozpoznawanych specyficznych sekwencji biatkowych. Trzy najwazniejsze
réznice to: HtrAecoii - R207, 1228 oraz A230; HtrAswm - P226, S247 oraz N249. Znalezione
roznice reszt oddziatujacych z wigzanymi sekwencjami aminokwasowymi tlumacza r6ézng
specyficzno$¢ badanych biatek. Kolejnym problemem do rozwigzania byta obserwowana
réznica w stabilno$ci nieaktywnej formy heksametrycznej biatka HtrA w obu badanych
bakteriach. Analiza ilosciowa kontaktow miedzydomenowych nie przyniosta rozstrzygnigcia.
Ten fakt nie jest zaskakujacy, gdyz wszystkie modele opieraly si¢ na strukturach bialek
pochodzacych od E.coli. Wida¢ to doktadnie na Rysunku 15 oraz w materiatach
uzupetiajacych do pracy H12. Jednakze przy analizie typow oddzialywan okazalo si¢ iz
HtrAecoli posiada wigcej oddzialywan polarnych, ktoére s3a znacznie silniejsze niz

oddziatywania niepolarne, wystepujace w modelu HtrAsm..

HtrAEe coli HtrAs.m.

EUMEEEEBHYEEEY
Mo

§23335R3

Rysunek 15. Przyktadowa mapa kontaktow miedzydomenowych dla analizowanych modelow biatek
HtrA.
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Podsumowujgc, moim osiggni¢ciem naukowym bylo wyjasnienie molekularnych réznic
powodujacych specyficzno$¢ rozpoznawanych sekwencji aminokwasowych w obydwu
badanych bialkach HtrAsm. oraz HtrAg.coii oraz wyjasnienie roznic w stabilno$ci nieaktywnej

formy heksametrycznej obu biatek.

3.7.0. Wizualizacja danych biomolekularnych.
Wizualizacja czasteczek jest jednym z podstawowych narzedzi do analizy danych
biomolekularnych. Dlatego posiadanie programu, ktory bedzie to robit w efektywny sposob

pozwala na doktadng analiz¢ otrzymanych wynikéw.

3.7.1. Praca H7.

Jednym z najstarszych programéw dedykowanych wizualizacji molekularnej jest RASMOL,
ktorego pierwsza wersja powstala ponad 20 lat temu. Poniewaz program zostal napisany
w jezyku ANSI C, mozna go uruchomi¢ nawet na komputerach posiadajacych matg moc
obliczeniowg a jednoczes$nie b¢dzie mozliwe wyswietlenie duzej liczby atomoéw. Z uwagi na
fakt prostoty programu nie uzyto w min zadnych skomplikowanych bibliotek graficznych,
w konsekwencji program nie jest w stanie wyswietli¢ tak efektownej grafiki jak nowoczesne
programy uzywajace OPEN GL czy DirectX. Celem pracy opisanej w publikacji H7 bylo
dodanie dodatkowych funkcji do programu RASMOL czyniac z niego prosty w obstudze
a jednoczes$nie zaawansowany funkcyjne program do analizy danych biomolekularnych. Na
Rysunku 16 zostato przedstawione okno programu. W pasku obstugi (u géry ekranu) kolorem
niebieskim oznaczylem opcje programu, ktdre sa dostepne w jego oryginalnej wersji.
Kolorem zielonym oznaczylem opcje dodane w programie a kolorem czerwonym najbardziej

uzyteczng opcje, czyli makra.
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Rysunek 16. Okno programu RASMOL AB z przyktadowym biatkiem. W pasku obshugi (u gory
ekranu), kolorem niebieskim zostaty zaznaczone oryginalne opcje programu, kolorem zielonym opcje

dodane a kolorem czerwonym opcja programowalnych przyciskow.

Makra, czyli skrypty polecen do programoéw sa dostgpne we wielu programach do analizy
danych biomolekularnych. Jednakze, tylko w programie RASMOL AB s3 one widoczne za
pomoca przyciskow, ktoére tworza si¢ automatycznie. Uzytkownik moze tatwo
zaprogramowac czynnosci, ktore chce wykona¢ na swoim modelu a nastgpnie mie¢ do nich
dostep w postaci przycisku do kliknigcia. Podsumowujgc, wprowadzone przeze mnie
modyfikacje do programu RASMOL wuczynity z prostego programu do wizualizacji
zaawansowane a jednocze$nie bardzo proste w obstudze narzedzie do analizy danych
biomolekularnych. Z programu tego w roéznych wersjach (czeSciowo deweloperskich
a pozniej finalnych) korzystalem 1 nadal korzystam przy prowadzonych przez siebie
badaniach. Program jest dostepny na zasadzie otwartej licencji na stronie projektu:

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

4.0.0. Podsumowanie.

Dynamiczny rozwoj technologii komputerowych sprawia, iz staje si¢ mozliwe symulowanie
coraz bardziej skomplikowanych uktadow molekularnych. Nowe technologie sprawiaja, iz
ciggle przesuwamy granice wielkosci 1 stopnia skomplikowania symulowanych modeli
a zastosowane funkcje sg obarczone coraz to mniejszymi bledami. Jednakze same badania
teoretyczne sa niekompletne bez eksperymentalnego potwierdzenia wysuwanych hipotez. Ze
wzgledu na stopien skomplikowania badan, niezbgdna jest wspotpraca wielu specjalistow
w swojej dziedzinie. Tylko i wylacznie taka wspolpraca pozwala na doglegbne zrozumienie

badanego obiektu a jednoczes$nie sprawia, ze badania sg w pelni wiarygodne.
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Moim wktadem oraz osiggni¢ciem naukowym w przedstawionych do oceny badaniach byto
wykorzystanie technik modelowania molekularnego oraz empirycznych pol sitowych do
wyjasnienia oraz przewidywania obserwowanych eksperymentalnie efektow.

1. Przewidziatem / wyjasnitem wplyw mutacji punktowych na aktywno$¢ proteolityczng
biatka HtrAg coli.

2. Przy uzyciu moich modeli wyjasnitem molekularne podstawy mechanizmu aktywacji
dwoch biatek z rodziny HtrA (HtrAg.coii and HtrAnuman).

3. Zidentyfikowalem reszty aminokwasowe odpowiadajace za oddzialywanie biatko — ligand
a takze konformacje liganda wewnatrz kieszeni wigzacej biatko (konformacja bradykininy
zdolna do aktywacji B2R, konformacje inhibitorow peptydowych biatek NEP i APN oraz
w pewnym stopniu S100B).

4. Zidentyfikowalem potencjalne miejsca wigzania nano-czastek do wybranych biatek osocza
(te badania ciggle czekajg na eksperymentalne potwierdzenie wynikow).

5. Wyjasnilem molekularne podstawy obserwowanych eksperymentalnie r6znic w stabilnosci
oligomerdw HtrAg.coii and HtrAswm..

6. Wprowadzitem zmiany w kodzie programu RASMOL czynigc z niego zaawansowane

narzedzie do analizy struktur biomolekularnych.

5.0.0. Opis pracy nieuwzglednionej w cyklu habilitacyjnym.

5.1.0. Czas przed doktoratem.

Kiedy zaczynatem swoja prace naukowa w roku 2000 ukazata si¢ pierwsza struktura
krystaliczna Receptora Sprzezonego z Bialkiem G (ang. GPCR) a konkretnie rodopsyny
wolowej w formie nieaktywnej. Mozna powiedzie¢, ze wraz z ukazaniem si¢ pracy
Palczewskiego 1 wspotpracownikéw dokonat si¢ kamien milowy w dziedzinie projektowania
lekdw oraz badaniu mechanizmdw aktywacji GPCR [42]. Jest to o tyle istotne, gdyz ok. 40%
znanych lekow dziata poprzez te receptory [29]. Wiadomo, ze wszystkie GPCR maja bardzo
podobng topologi¢, co umozliwia modelowanie pozostatych receptoréw przy uzyciu metod
wykorzystujgcych homologie sekwencyjna. Jest to o tyle utatwione, iz w srodku kazdej helisy
znajduje si¢ tak zwana reszta ,,50” ktora jest bardzo dobrze zachowana ewolucyjne [43]. Po
jej identyfikacji wystarczyto wykonanie mutacji punktowych by uzyska¢ model badanego
receptora. Sprawa trudniejsza stanowily i1 dalej stanowig petle taczace helisy. W tym
przypadku niezbedne jest uzycie pola sitowego w celu uzyskania wiarygodnego modelu.

Gdy dotaczytem do grupy prof. Ciarkowskiego zaczalem si¢ zajmowaé modelowaniem

molekularnym receptorow wazopresyny V1A oraz V2 a takze receptora oksytocyny OT.
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Moje badania polegaty na budowie wspomnianych receptoréw oraz wykonaniu procesu
dokowania matych czasteczek bgdacych agonami lub antagonami tychze receptorow. Tak
powstate kompleksy umieszczalem w modelu btony lipidowej a nastgpnie wykonywatem
symulacje dynamiki molekularnej. Proces budowania modeli bton lipidowych poznatem
bedac na krotkim stazu w grupie Pani Prof. Marty Pasenkiewicz-Gieruli na UJ. Na
zakonczenie procesu identyfikowalem reszty aminokwasowe odpowiedzialne za
oddzialywanie receptor - ligand. Moje badania zostaty opisane w pracach D1 i D4 a takze
pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem prof. Jerzego Ciarkowskiego pod tytulem :
,,Modelowanie molekularne oddziatywan receptorow wazopresyny i oksytocyny z wybranymi

antagonistami.” Prac¢ doktorskg obronitem w 2004 roku.

5.1.0. Opis badan po doktoracie.

W 2004 roku, po doktoracie zostalem zatrudniony na Wydziale Chemii w Katedrze Chemii
Teoretycznej, jako asystent. W tym czasie wspotpracowatem 2z grupami Prof.
Chmurzynskiego przy obliczaniu rbwnowag heterokoniugacji w uktadach kwas - zasada (P1)
oraz Prof. Wiczka przy badaniu procesow fluorescencji (P2). Kontynuowatem takze prace
nad GPCR pomagajac w pracy P3. Po roku pracy na etacie asystenta rozpoczalem
uczestnictwo w programie ,,Marrie Currie Host Fellowship” (2005-2008). Byt to pobyt
naprzemienny w dwoch 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 zaowocowal dwiema publikacjami H1 oraz H2. Po
powrocie w roku 2008 rozpoczatem prace na Uniwersytecie Gdanskim, jako administrator
lokalnych zasobow informatycznych. Od pazdziernika 2009 roku rozpoczalem prace, jako
adiunkt w Katedrze Chemii Teoretycznej na Wydziale Chemii UG. Praca ta trwa do dnia
dzisiejszego. Po powrocie najwigce] czasu spegdzitem na wspOlpracy z grupami
eksperymentalnymi wyja$niajac obserwowane efekty wzrostu/spadku aktywnosci lub
powinowactwo ligandéw do biatek. Wspotpraca zaowocowata nastgpujacymi publikacjami
P09, P11, P19, P21 oraz P22. Dodatkowo uczestniczylem w mniejszym stopniu w pracach
nad biatkiem HtrA (prace P17 oraz P18). Bralem takze czynny udziat w rozwoju pola
sitowego UNRES oraz eksperymencie zwijania bialek CASP opracowujac miedzy innymi
protokdt optymalizacji modeli gruboziarnistych przy konwersji do pelnoatomowych.
Wspotpraca zaowocowata nastgpujacymi publikacjami P10, P12, P13, P20 oraz P23. Bralem

takze udzial w projektach realizowanych na Politechnice Gdanskiej, ktorych kierownikiem
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byl dr Maciej Bobrowski a dotyczyly one badan nad polimerami parylenu (prace P07, PO8

oraz P16) a takze badan nad wlasciwosciami cieczy jonowych (prace P14 i P15).

5.1.1. Czas po doktoracie, plany na przysztos¢.

W chwili obecnej pracuj¢ nad modelowaniem molekularnym oddziatywan cieczy jonowych
Z nano-czastkami. Jest to projekt realizowany we wspolpracy z Politechnikag Gdanska.
Nawigzatem réwniez wspotpracg z prof. Brice Korkmaz z Uniwersytetu w Turs. Wspotpraca
dotyczy badan nad biatkiem ProCatC. Ciagle wspolpracuj¢ z grupami eksperymentalnymi,
kierowanymi przez prof. Elzbiete Jankowska, prof. Elzbicte Kamysz oraz prof. Adama
Lesnera.

Jaki$ czas temu rozpoczatem prace nad implementacjg tancuchowego modelu Markova (ang.
Markov Chain Model) (MCM) do identyfikacji $ciezki zwijania biatek. Przy uzyciu MCM
jest mozliwa identyfikacja meta-stabilnych stanéw przejSciowych wystepujacych podczas
procesu faldowania si¢ biatek. Jest to rozszerzenie troj-stanowego modelu zwijania si¢ biatek,
zakladajacego forme¢ rozwinigta, stan przejSciowy oraz form¢ zwinigta biatka. MCM
umozliwia peten wglad w struktury zidentyfikowane jako stan przejsciowy.

7 uwagi na fakt, iz nie ma odpowiedniego programu komputerowego do tego zadania, projekt
jest niezwykle wymagajacy i czasochtonny. Kluczowg sprawg jest tu analiza skupien, ktorg
trzeba wykona¢ dla zbioru kilku milionéw konformacji. W tej chwili kod jest niemalze

gotowy 1 trwajg testy programu.

W czasie wykonywania przedstawionych do oceny badan mialem okazje i1 szczgscie
wspotpracowania 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. Elzbieta Kamysz, Prof. Adam Lesner, Prof.
Elzbieta Jankowska, Prof. Tomasz Puzyn, Prof. Joanna Skorko-Glonek oraz prof. Barbara
Lipinska Uniwersytet Gdanski. Wiedza i do§wiadczenie tych osob oraz wielu innych uczynity
przedstawione do oceny badania kompletnymi i wiarygodnymi.

Chcialbym takze podzickowaé prof. Adamowi Liwo oraz prof. Cezaremu Czaplewskiemu

z Katedry Chemii Teoretycznej za pomoc 1 Zyczliwosc.

Na koniec chciatbym podzigkowa¢ Panu Profesorowi Jerzemu Ciarkowskiemu za jego
opieke, wiedze 1 doswiadczenie, ktore prowadzity mnie we wszystkich etapach mojej kariery

naukowe;j.
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