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¢) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow

wraz z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

1. Cel przeprowadzonych badan

Struktura oraz funkcja bialek danego organizmu jest ksztattowana w toku ewolucji przez
szereg czynnikow Srodowiskowych prowadzacych do wystgpienia okreslonego fenotypu,
czesto celowo indukowanego [1]. W mikroskali zmiany te sa obserwowane na podstawie
zmiennosci sekwencji nukleotydowej 1 aminokwasowej [2]. Celem moich badan
przeprowadzonych przy uwzglednieniu réznorodnosci ewolucyjnej biatek transbtonowych
opisanych w niniejszym autoreferacie byto:

B stworzenie kompletnej procedury modelowania ukierunkowanej zardwno na strukturg,
jak 1 funkcje wybranych rodzin biatek transbtonowych: receptoréw sprzezonych z
biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCR) [3], transporteréow (inaczej:
przenosnikow) substancji rozpuszczonych (ang. solute carriers, SLCs) [4] oraz
adenozynotrifosfataz (ATPaz) [5], co opisano m.in. w podrozdziatach: GPCRM —
aplikacja internetowa ukierunkowana na strukture receptora GPCR, GUT-DOCK

— aplikacja internetowa ukierunkowana na funkcje receptora GPCR oraz
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Charakterystyka strukturalna wybranych bialek transblonowych (dwie ostatnie
rodziny biatkowe)

B wyznaczenie istotnych funkcjonalnie cech struktury wybranych reprezentantow
wymienionych powyzej rodzin biatkowych (receptory GPCR podobne do rodopsyny,
sekretynowe, receptory GPCR =z klasy F, wakuolarna V-ATPaza, transporter
koncentrujacy nukleozydy CNT3), co opisano w podrozdziale: Charakterystyka
strukturalna wybranych bialek transblonowych, za pomoca stworzonej procedury
oraz narzedzi, w ktorych zostata zaimplementowana

B opisanie molekularnych mechanizméw dzialania wybranych bialek transblonowych
zwigzanych z ich naturalnym procesem aktywacji oraz lekowo lub chorobowo
indukowanym zahamowaniem ich funkcji, co opisano w podrozdziatach: Badania nad
mechanizmem aktywacji receptorow GPCR, Projektowanie inhibitorow bialek
transblonowych oraz Molekularne podstawy reakcji polekowych

B zbadanie wplywu wystepowania polimorfizméw jednego nukleotydu na strukture oraz
funkcj¢ wybranych biatek transbtonowych oraz wyjasnienie zwigzanych z nimi
okreslonych fenotypéw obserwowanych w badaniach klinicznych, co opisano w

podrozdziale: Molekularne podstawy istotnych farmakologicznie polimorfizmow

Informacja ewolucyjna, w postaci oceny zmienno$ci sekwencji (m.in. profil
sekwencyjny, motywy sekwencyjne) [2], podobienstwa struktur oraz kofaktorow i substratow
homologdéw sekwencyjnych [6] razem z potencjalami statystycznymi [7] zostata przeze mnie
uzyta przede wszystkim w modelowaniu struktur biatkowych [H1-2] oraz [H5-10]. Informacja
ewolucyjna w postaci podobienstwa funkcji biatlek homologicznych [H3-4] zostala przeze mnie
uzyta w badaniach nad molekularnymi mechanizmami aktywacji bialek transblonowych o
nierozwigzanych do tej pory strukturach. Zbudowane przeze mnie modele biatek
transblonowych uwzgledniajace odpowiadajace ich sekwencji warianty genetyczne
zidentyfikowane u pacjentdw [8], znalazty rdwniez zastosowanie biomedyczne [H9-10], w
badaniach z dziedziny medycyny spersonalizowanej [9].

Jako cel badan wybratam integralne biatka transblonowe ze wzgledu na ich istotng rolg
nie tylko w $ciezkach sygnatowych komorki, ale rowniez w transporcie i metabolizmie
substancji endo i egzogennych [10]. Ponadto, wybrane przeze mnie rodziny bialek sa niezwykle
trudne do badania metodami eksperymentalnymi, nie tylko w przypadku odpowiedniej
substytucji ich natywnego niepolarnego $srodowiska podczas eksperymentu [11], ale rowniez w

przypadku rejestracji i analizy otrzymanych danych [3, 4, 5].



Opracowanie przeze mnie spojnej i kompletnej procedury modelowania dla tych biatek
wymagato osiggnigcia rownowagi miedzy dazeniem do jak najwickszego podobienstwa catego
modelu biatka do struktury natywnej [12] a optymalizacja procedury w kierunku doktadnego
odbudowania samego rejonu miejsca aktywnego przy jednoczesnym osiagnig¢ciu
powtarzalno$ci wynikéw, co jest niezbedne podczas projektowania nowych lekow [13, 14].
Implementacja procedury modelowania w postaci aplikacji internetowych dostarczyla prostych
narzedzi do przeprowadzenia podstawowych badan teoretycznych dotyczacych dowolnego
receptora GPCR o nieznanej strukturze [H5-6] [H8-10]. Dzi¢ki temu stata si¢ mozliwa nie tylko
ich doktadna charakterystyka strukturalna, stanowigca podstawe do badan eksperymentalnych,
ale réwniez szczegotowe badanie mechanizmow ich aktywacji, co opisatam w publikacjach
[H1] [H3-4]. Moim celem bylo réwniez poréwnanie cech strukturalnych i mechanizméow
aktywacji receptoréw GPCR pochodzacych z dwoch, réznigcych sie podrodzin: receptorow
podobnych do rodopsyny (wymiennie stosowana nazwa: klasa A receptoréw GPCR) oraz
receptorow sekretynowych (klasa B). Receptorom z klasy A byly poswiecone moje publikacje
[H1] [H3-6] [H8], receptorom klasy B prace [H9-10], reprezentantowi klasy F (receptor SMO)
czes$¢ publikacji [H6], a doktadnemu omowieniu wszystkich klas receptorow GPCR publikacje
przegladowe [H3-4].

Istotna czg$¢ obecnie stosowanych w farmakoterapii lekow jest ukierunkowana na cele
biologiczne o nierozwigzanej jeszcze strukturze [15]. Znajomos$¢ struktury celu biologicznego
leku pozwala na poprawienie jego selektywnosci, a przede wszystkim zmniejsza
prawdopodobienstwo wystapienia niepozadanych reakcji polekowych. Dlatego celem moich
badan byto wyznaczenie molekularnych podstaw polekowej cukrzycy typu Il i mozliwosci jej
unikniecia [H9-10] oraz dodatkowo okreslenie roli r6znorodnos$ci genetycznej pacjentdow w

przebiegu farmakoterapii analogami nukleozydéw [H7].

1I. Stan obecnej wiedzy

Szczegolnie istotng rola metod teoretycznych w badaniach dotyczacych biatek
transblonowych jest dostarczanie wstepnego modelu biatka (najczesciej homologicznego)
podczas rozwigzywania jego struktury na podstawie danych pochodzacych z krystalografii
rentgenowskiej i kriomikroskopii elektronowej [16]. W drugim przypadku doktadne odczytanie
danych strukturalnych odzwierciedlonych na zdjgciu mikroskopowym wymaga zbudowania
startowej konformacji biatka, ktora nast¢pnie jest optymalizowana na podstawie tych danych

[17]. Podobne podejscie jest od wielu lat stosowane w krystalografii rentgenowskiej, w ktorej
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do mapy gestosci elektronowej atomdéw dopasowywany jest model biatka [18]. Roznice w
stosunku do biatek globularnych polegaja na stworzeniu podczas eksperymentu szczegdlnego,
niepolarnego $rodowiska imitujacego bton¢ komorkowa, np. za pomoca miceli [19] lub
nanodyskéw lipidowych [11]. W przypadku badania metodami krystalografii biatek btonowych
podczas ich dziatania, np. w konformacji aktywnej w przypadku receptoréw GPCR, konieczne
jest dodatkowo ustabilizowanie danego stanu konformacyjnego biatka. Stato si¢ to mozliwe w
ostatnich latach dzigki odkryciu stabilizujagcych receptor nanoczastek (rekombinowanych
antygenow) [20]. Brian Kobilka wraz ze wspotpracownikami ze Stanéw Zjednoczonych i
Europy w roku 2011 po raz pierwszy otrzymat strukturg krystaliczng receptora GPCR (p2-
adrenergicznego) w konformacji aktywnej w oddziatywaniu z biatkiem G [21], dopiero po 11
latach od rozwigzania pierwszej struktury receptora GPCR (rodopsyny) [19] oraz jej dimerow
[22] przez Krzysztofa Palczewskiego i wspOlpracownikow (Stawomira Filipka). Inne
rozwigzanie zastosowane dla receptora adenozynowego A2A zostato zaproponowane przez
Heptares Therapeutics i polega na termostabilizacji stanu aktywnego receptora GPCR przez
mutacje punktowe (technologia StaR®) [23]. Ostatnio opublikowana struktura aktywnego
receptora  GPCR (kalcytoninowego CT-R z podrodziny receptorow sekretynowych) o
rozdzielczosci 3.3 A zostala otrzymana metodg kriomikroskopii elektronowej przy
zastosowaniu szczegolnej metody rejestrowania danych umozliwiajacej otrzymanie struktury o
wysokiej rozdzielczo$ci (plytka fazowa Volta) [24]. O trudno$ciach eksperymentalnych
dotyczacych stabilizacji stanu aktywnego receptorow GPCR $wiadczy fakt, ze czesé
dotychczas rozwigzanych struktur krystalicznych reprezentuje konformacje tylko stanu
posredniego, czyli nie w petni aktywnego, pomimo zwigzania catkowitego lub cze$ciowego
agonisty [25].

Podobne trudno$ci eksperymentalne dotycza pozostatych dwoch rodzin biatek
transbtonowych, ktore badalam. Struktury rotora V-ATPazy ilustrujace jego dziatanie zostaty
rozwigzane metodg kriomikroskopii elektronowej przy odtworzeniu niepolarnego srodowiska
btony komodrkowej za pomoca detergentu DDM (B-D-maltozyd n-dodecylu) [26] oraz
nanodyskéw lipidowych [27] dopiero po, odpowiednio, 3 i 6 latach po moich badaniach
opisanych w publikacji [H2]. M.in. dopiero w [26] pokazano stadia posrednie ilustrujace

mechanizm dziatania rotora (patrz Rys. 1).
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Rysunek 1. Mechanizm dzialania domeny transblonowej maszyny molekularnej - rotora V-ATPazy (lewy panel).
Indukowana przez hydroliz¢ ATP rotacja pierscienia helikalnego umozliwia przenoszenie jonow wodorowych
(z6tte) przez blone komérkows za posrednictwem m.in. reszt kwasu glutaminowego (czerwone). Srodkowy panel
- wzor strukturalny jej inhibitora — archazolidu A (blokujacego m.in. reszt¢ Y142) o aktywnoS$ci oraz sposobie
wigzania do biatka (prawy panel) potwierdzonych do§wiadczalnie w publikacji [H2]. Na podstawie: Shep DG et
al. PNAS 2016, 113 (12) 3245-3250, Roh SH et al. Mol Cell 2018, 69(6):993-1004.¢3. oraz [H2].

Struktura bakteryjnego transportera koncentrujacego nukleozydy (ang. concentrative
nucleoside transporter) VCNT3 z rodziny SLC28 w pojedynczej konformacji zamknigtej
(wiazacej ligand) skierowanej do wewnatrz komorki (ang. inward occluded) zostata otrzymana
metodami krystalografii rentgenowskiej, rowniez przy zastosowaniu detergentu DDM jako
solubilizatora [28]. Otrzymana struktura vVCNT3 postuzyta w moich badaniach jako szablon
strukturalny w modelowaniu przez homologi¢. Niedawno, w roku 2017, za pomoca
krystalografii rentgenowskiej, otrzymano struktury odpowiadajace pelnemu cyklowi dziatania
(od konformacji otwartej na zewnatrz komorki do konformacji otwartej do wewnatrz, po
przeniesieniu substratu) innego transportera z rodziny SLC29 [29].

Niewielka liczba dotychczas rozwigzanych metodami eksperymentalnymi struktur
biatek transbtonowych ilustruje trudnosci i jednoczesnie jest uzasadnieniem moich badan
teoretycznych opisanych w niniejszym autoreferacie. Trudno$ci eksperymentalne dotycza
réwniez prawidlowego rozpoznania potencjalnych celéw biologicznych dla nowych substancji
aktywnych farmakologicznie, co w konsekwencji prowadzi do wystgpowania niepozadanych
reakcji polekowych [30], np. z powodu modulacji innych $ciezek sygnatowych w komorce, co
opisatam w publikacji [H9-10]. Testy funkcjonalne (ang. functional assays) masowo stosowane
do oceny faktycznej (nie tylko powinowactwa) aktywnos$ci biologicznej ligandu [30], maja
ograniczenia wynikajace z tego, ze eksperyment nie jest przeprowadzany w warunkach
czynnosci biologicznej danego biatka in vivo [31]. Mozliwos¢ aktywowania przez ligand kilku
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sciezek sygnatowych w komorce zostala potwierdzona np. dla uwazanych za antagonistow
receptora B-adrenergicznego lekow beta-adrenolitycznych (carvedilol i nebivolol), ktore w
fenotypowy [30], ze wzgledu na standardowa procedurg, nie jest w stanie wykry¢ stabych
oddziatywan ligandow z receptorami zwigzanych z efektami ubocznymi farmakoterapii
obserwowanymi dopiero juz w czesto trwajacych wiele lat badaniach klinicznych. Jest to
spowodowane faktem, ze zautomatyzowane protokoly stosowane np. w testach ADME-Tox
pozwalaja tylko wykluczy¢ zwigzki o wysokiej cytotoksycznosci, pozostawiajac jednak
zwigzki o relatywnie matej toksycznos$ci [32]. Przyktadem jest tu cho¢by dokonany przeze mnie
przeglad efektow ubocznych réznych klas lekow dotyczacy samej tylko cukrzycy, opisany w
[H9-10]. Cukrzyca typu II nalezy do dilugofalowych skutkéw ubocznych farmakoterapii w
odréznieniu od natychmiastowych niepozadanych reakcji polekowych (ang. adverse drug
reactions).

Dopiero w ostatnich latach, w wyniku istotnej liczby zglaszanych przypadkéw
niepozadanych reakcji polekowych [33], obserwowany jest wzrost zainteresowania
molekularnymi mechanizmami powstawania takich reakcji i podejmowane sg proby
opracowywania protokotdw przewidujacych ich wystapienie [34]. Badania nad mechanizmami
efektow ubocznych sg jednak w duzym stopniu utrudnione przez niekompletne, a czgsto
sprzeczne [35] wyniki badan klinicznych, co opisalam w mojej publikacji [H10] podajac
przyktad dwoch niezaleznych badan klinicznych dotyczacych statyn. Sytuacj¢ komplikuja
ponadto coraz czgstsze doniesienia zwigzane z indywidualng odpowiedzig pacjenta na leczenie
zwigzang z jego profilem genetycznym [36]. Podejmowane sg jednak proby ustandaryzowania
oraz upubliczniania informacji o niepozadanych reakcjach polekowych, np. w formie
ogolnodostepnych baz danych jak SIDER (ang. Side Effect Resources) udostepnionych przez
European Molecular Biology Laboratory [36]. Nalezy tu jednak wspomnie¢, ze niektére
zaobserwowane efekty uboczne lekéw moga by¢ wykorzystywane w repozycjonowaniu lekow,
ktore jest alternatywa do projektowania nowych substancji farmakologicznie aktywnych
wymagajacych dtugotrwatych testow klinicznych przed zastosowaniem w leczeniu.

Przedstawione powyzej trudno$ci eksperymentalne zwigzane z otrzymaniem struktur i
badaniem biatek transbtonowych byly przezwyci¢zane na przestrzeni lat przez szereg ré6znych
metod teoretycznych. Nalezg do nich: modelowanie poréwnawcze (w tym réwniez przez
homologi¢), modelowanie de novo (bez szablonu strukturalnego z biatek homologicznych),
budowania biatka z fragmentow (ang. fragment assembly) informacja ewolucyjna w postaci

skorelowanych mutacji aminokwasowych, metody przewlekania (ang. threading),
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rozpoznawania topologii biatka (ang. fold recognition) oraz wiele innych o mniejszym zasiggu
stosowania. W dziedzinie projektowania nowych substancji aktywnych biologicznie
standardowe metody teoretyczne obejmuja przede wszystkim skrining wirtualny (oparty na
strukturze liganda lub strukturze receptora) oraz optymalizacje zwigzku wiodacego w celu
poprawy jego specyficzno$ci i1 selektywnosci. Wymienione powyzej metody zostaly przeze
mnie szczegotowo opisane we fragmentach wszystkich publikacji stanowigcych podstawe
niniejszego autoreferatu [H1-10] oraz dodatkowo w publikacjach [B1-9] oraz w 8 rozdziatach
ksigzkowych. Na najwigkszg uwage zashuguje praca badawcza Andrzeja Kolinskiego w
dziedzinie przewidywania struktur biatkowych de novo [37] oraz innych polskich badaczy w
dziedzinie modelowania biatek uwzgledniajacego informacje ewolucyjng [38, 39].
Opracowanie algorytmu Rosetta do budowania modelu biatka z krotkich fragmentéw
aminokwasowych (ang. fragment assembly) [40] przez Davida Bakera i wspotpracownikow
okazato si¢ przelomowe nie tylko dla metod obliczeniowych, ale dla catej dziedziny wiedzy
dotyczacej struktury i funkcji bialek. Opracowanie optymalnej metody konwersji informacji
strukturalnej z szablonéw biatek homologicznych do postaci wigzéw opisujacych biatko o
nieznanej strukturze przez Andreja Sali, tworcy MODELLER-a [41] umozliwito
charakteryzacje strukturalng olbrzymiej liczby biatek (baza danych MODBASE), podobnie jak
inne narzgdzie do modelowania pordownawczego: SWISS-MODEL, opisane w pracy [42].
Zbyt mata populacja struktur biatek transblonowych w bazie Protein Data Bank (PDB)
przez wiele lat byta przeszkoda w opracowaniu potencjatéw statystycznych do modelowania
de novo (bez stosowania szablonu strukturalnego), a nawet w probach modelowania
poréwnawczego dla tych bialek. W zwigzku z tym niezwykle istotne wydaja si¢ publikacje z
kilku ostatnich lat, dotyczace uzycia w modelowaniu struktur bialek transbtonowych informacji
ewolucyjnej w postaci skorelowanych mutacji do przewidywania kontaktow [43, 44] oraz
profili sekwencyjnych do trafnego wyznaczania struktury drugorzgdowe;j i topologii tych biatek
[45] uzupelnionej o pierwsze wyprowadzenia efektywnych potencjalow statystycznych [46].
Jednym z kierunkéw rozwoju metod obliczeniowych w obszarze badan nad biatkami
transbtonowymi jest modyfikacja juz istniejacych narzedzi (np. Rosetta-MP [47]) i pol
sitowych (np. CHARMM [48], AMBER [49]) tak, aby uwzglednialy bton¢ komérkowa w
sposob jawny (parametryzacja czasteczek lipidow) lub niejawny (posrednio) przez
wprowadzenie do pola sitowego dodatkowych potencjatéw charakteryzujacych w przyblizony
sposob oddziatywania biatka i ligandow z lipidami (np. metoda IMMI1 [49]). Czesto
stosowanym rozwigzaniem, réwniez w przypadku moich badan opisanych w publikacjach [H1-

2] [H7] jest uzycie pelnoatomowej dynamiki molekularnej (GROMACS [51], NAMD [52]) do
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poprawienia modelu biatka transbtonowego i obserwacji mechanizméw jego dziatania, juz w
skali mikrosekundowej [53].

Niezwykle interesujgce sa rozpowszechnione w ostatnich latach metody obliczeniowe
nasladujace dobdr ewolucyjny organizméw (algorytmy genetyczne) lub sieci neuronowe
(metody uczenia maszynowego), zastosowane przeze mnie w dokowaniu ligandéw (Autodock
[H1-2] oraz GOLD [H6]). W tych metodach wtasciwa odpowiedz na rozwigzanie problemu
biologicznego (np. wilasciwej struktury biatka lub sposobu wigzania si¢ do niego ligandu)
znajduje sie¢, nasladujac sposob, w jaki dziala ewolucja, tzn. wybierajac najkorzystniejsza z
punktu widzenia wydatku energetycznego S$ciezke rozwoju dla danego organizmu w
okreslonym $rodowisku zewnetrznym (np. algorytm genetyczny w programie do dokowania

GOLD [54]).

1. Opracowana metodologia badan

Stworzenie, optymalizacja i zastosowanie w badaniach nowej procedury modelowania
struktur biatek btonowych ze szczegdlnym uwzglednieniem receptorow GPCR zostato przeze
mnie opisane w publikacjach: [H1] [H3-6] [H8-10] (receptory GPCR) oraz w publikacjch:
[H2] [H7] (inne biatka transbtonowe). Zastosowalam w niej m.in. poprawianie modelu za
pomoca symulacji petnoatomowej dynamiki molekularnej [H2] [H7] oraz modelowanie w
oparciu o wiele usrednionych szablonéw [HS5], ktore bylo nowatorskim rozwigzaniem
problemu braku odpowiedniego szablonu strukturalnego, ktorego mozna by byto uzy¢ w tzw.
»trudnym” modelowaniu przez homologie receptorow GPCR, gdy identyczno$¢ sekwencji celu
1 szablonu wynosi znacznie ponizej 30%. Wstgpem do moich badan byta opisana przeze mnie
w publikacji [H3] analiza podobienstwa sekwencyjnego receptorow GPCR podobnych do
rodopsyny i jej czterech galezi: a, B, v 1 8. Wykazala ona, ze receptory z tej klasy sg w
wiekszosci niepodobne sekwencyjnie do siebie nawzajem (identyczno$¢ sekwencji ponizej
20%). Wyjatek stanowi wyraznie heterogeniczna galaz 9, ktorej duza czgs$¢ stanowia receptory
wechowe (ang. olfactory receptors), o identycznosci sekwencji rzedu 40%. Na opisanym
powyzej przyktadzie receptorow podobnych do rodopsyny mozna wyraznie zaobserwowac
zachowywanie w trakcie ewolucji struktury (siedmiohelikalna topologia) i funkcji biatka
(przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki) bez zachowywania sekwencji.

Rozwigzanie problemu ,,trudnego” modelowania przez homologi¢ receptorow GPCR,
opisalam szczegoélowo w publikacji [HS]. Polega ono na wazonym usrednieniu, zaleznym od
stopnia podobienstwa miedzy calymi sekwencjami lub ich fragmentami, dowolnej liczby
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dostepnych w bazie PDB struktur receptorow GPCR w procedurze budowania modelu biatka
za pomoca zmodyfikowanej metody gradientéw sprz¢zonych z elementami dynamiki
molekularnej (MODELLER [41]). Rozwigzanie to, umozliwiajace zbudowanie modelu
dowolnego receptora GPCR o nieznanej strukturze przy uzyciu wielu szablonéw (ang. multiple
templates modeling; patrz Rys. 2), zaimplementowatam w aplikacji internetowej GPCRM
opisanej w publikacjch [H5-6] oraz [H8]. Szablony strukturalne, czyli trojwymiarowe struktury
biatek z bazy PDB, sa konwertowane na zbidr wiezow odlegto$ci miedzyatomowych i1 katow
dwusciennych migdzy wigzaniami. Dodatkowo model biatka jest charakteryzowany przez zbior
wigzOow stereochemicznych (dlugosci wigzan, katy migdzy wigzaniami) otrzymywany z
obliczen mechaniki molekularnej (CHARMM-22 [48]) oraz przez wartosci katow
dwusciennych i odleglosci migdzyatomowych otrzymane na podstawie statystyki znanych
struktur biatkowych w bazie PDB. Wymienione powyzej dane strukturalne w kolejnym kroku
sa wykorzystywane do zbudowania modelu bialka przez dopasowanie jego tancucha
aminokwasowego do wygenerowanych wczesniej wiezdw z prawdopodobienstwem
uwzgledniajagcym podobienstwo sekwencyjne i rozklad Boltzmanna, co zostato opisane w

oryginalnej publikacji autora MODELLERA (Sali et al. [55]).

Rysunek 2. Budowanie modelu receptora GPCR przy uzyciu wielu szablonow strukturalnych pochodzacych z

biatek homologicznych.

Ze wzgledu na to, ze wszystkie receptory GPCR s3a zbudowane z siedmiu helis
transbtonowych (maja te samg topologi¢) mozliwe jest uzycie wigcej niz 2-3 szablonow
strukturalnych bez straty rozdzielczosci koncowego modelu [HS]. W przypadku biatek
globularnych o znacznie r6znigcych si¢ topologiach przekroczenie granicy 2-3 szablonow w
modelowaniu przez homologi¢ powoduje zahamowanie zwigkszania si¢ doktadnos$ci

koncowego modelu z powodu uzycia zbioru zbyt roznigcych si¢ od siebie wiezow
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strukturalnych, niemozliwych do spetnienia jednoczesnie [56]. Dzicki opisanej powyzej
procedurze modelowania w oparciu o wiele szablonéw strukturalnych mozliwe stalo si¢
doktadne odwzorowanie pewnych typowych znieksztatcen helis (zataman, wypuktosci, bruzd),
ktére sg cechg charakterystyczng bialek btonowych. Zostato to opisane w publikacji [HS] na
przyktadzie receptorow: adenozynowego Aza oraz opioidowego x (w suplemencie).

W trakcie moich badan nad receptorami GPCR z klasy B opracowatam roéwniez
procedur¢ modelowania ich allosterycznego miejsca aktywnego na przykladzie receptora
hormonu uwalniajacego kortykotroping CRF; [H7]. W tym przypadku znieksztalcenie helis
transblonowych (gtownie helisy VI) obserwowane w strukturze krystalicznej bylo
spowodowane szczegdlnym oddziatywaniem z antagonista CP-376395 niemozliwym do
skopiowania z zadnej innej dostepnej w PDB struktury receptora GPCR. Do modelowania
allosterycznego miejsca aktywnego receptora CRF; zastosowalam algorytm modelowania
biatek blonowych de novo wykorzystujacy potencjaty statystyczne (Rosetta Broker [57]), ktory
umozliwil znaczne odsuni¢cie helisy VI od miejsca aktywnego, pozwalajac na prawidlowe
zadokowanie antagonisty, co opisalam w publikacji [H7].

Budowanie modelu biatka przy uzyciu wielu szablonow strukturalnych jest
poprzedzone opracowang przeze mnie i opisang w publikacji [HS] procedurg generowania
dopasowania (inaczej: uliniowienia) sekwencji aminokwasowych celu i szablonéw. Oprocz
powszechnie stosowanych metod (dopasowanie dwoch sekwencji, dopasowanie wielu
sekwencji) zaimplementowano dodatkowo dwie metody, wczesniej nieuzywane Ww
automatycznych procedurach modelowania receptorow GPCR. Pierwsza z nich, opisana w
[HS], polega na dopasowaniu sekwencji celu i szablonu na podstawie dopasowania ich profili
sekwencyjnych zawierajacych informacje ewolucyjng na temat czesto$ci wystepowania danego
aminokwasu na danej pozycji w grupie sekwencji homologicznych (Gribskov et al. [58]).
Profile sekwencyjne sa generowane w tym przypadku za pomocg narzedzia BLAST (Altschul
et al. [59]) na podstawie dostepnych w bazie NR (non-redundant) sekwencji homologicznych.
Poréwnywanie profili sekwencyjnych bylo stosowane do poprawiania dopasowania
sekwencyjnego w modelowaniu biatek globularnych, m.in. przez polskich badaczy [60], jednak
nie w szczeg6lnym przypadku receptorow GPCR. W moich badaniach zaobserwowatam, ze
dopasowanie sekwencji aminokwasowych na podstawie dopasowania ich profili
sekwencyjnych pozwolilo na detekcje przerw w dopasowaniach sekwencyjnych, ktére sa
zwigzane z wystepowaniem bruzd (przerwa w sekwencji celu) i wypuklosci (przerwa w
sekwencji szablonu) w helisach transbtonowych receptorow GPCR, co opisatam w publikacji

[HS] (rowniez w suplemencie do tej publikacji).
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Druga z metod generowania dopasowania sekwencyjnego, opracowana i opisana przeze
mnie w publikacji [H8], opiera si¢ na wstepnym dopasowaniu strukturalnym wszystkich
uzytych do modelowania szablonéw. Na podstawie dopasowania strukturalnego generowane
jest w kolejnym kroku dopasowanie sekwencji wielu szablonéw do sekwencji celu. Metoda ta
jest szczego6lnie przydatna w ,,trudnym” modelowaniu przez homologig, np. receptora GPCR z
klasy F na szablonie strukturalnym receptora z klasy A (bardzo niskie podobienstwo
sekwencyjne migdzy celem i szablonem) [H6], w ktorym zawodza wszystkie standardowe
metody do automatycznego generowania dopasowania. Okazata si¢ ona trafha w przypadku
modelowania przeze mnie struktury receptora SMO (receptor z klasy F) podczas konkursu
GPCR Dock 2013 [61] (patrz pkt 5 niniejszego autoreferatu oraz [B1]), co szczegdtowo
opisalam w publikacji [H6].

Modele receptoréw GPCR zbudowane procedura wazonego usredniania wielu
szablonow strukturalnych opisang przeze mnie w [HS] w kolejnym kroku byly oceniane za
pomoca dwdch osobnych kryteriow w zaleznos$ci od konicowego celu modelowania (badanie
oddziatywan z innymi podjednostkami biatkowymi lub projektowanie lekow). W pierwszym
przypadku wymagana byla taka optymalizacja procedury modelowania, aby globalna (dla
catego biatka) wartos¢ RMSD wzgledem struktury natywnej z PDB lub innej miary oceniajace;j
doktadno$¢ modelu biatka (np. TM-score) byla jak najnizsza. W tym celu najkorzystniejsze
okazato si¢ uzycie potencjatow statystycznych, co opisalam w publikacjach [H6] i [HS].
Potencjaty statystyczne dotyczace oddzialywan krotko i dalekozasiggowych zostaty
wyprowadzone na podstawie dostgpnych w PDB struktur biatek blonowych. Zastosowatam tu
potencjaly zawarte w narzgdziu BCL::Score [46], co opisatam w publikacji [H6]. Ten sposob
oceny jakosci modeli (ang. model quality assessment) zostal przeze mnie zaimplementowany
w aplikacji internetowej GPCRM, co opisalam w publikacji [HS].

Drugie opracowane przeze mnie kryterium oceny wygenerowanego modelu receptora
GPCR przydatne w projektowaniu lekow lub badaniu mechanizméw oddziatywan z
maloczgsteczkowymi ligandami zostato opisane w publikacji [H6] oraz [H9-10]. Polegato ono
na optymalizacji procedury modelowania receptora w kierunku jak najlepszego odwzorowania
jego oddziatywan z ligandem w rejonie miejsca aktywnego. W publikacji [H6] opisalam
kryterium wyboru najlepszego modelu receptora GPCR na podstawie dwustopniowego
dokowania ligandéw. W pierwszym etapie ligand byt dokowany za pomoca narzedzia GOLD
[54]. Do kolejnego etapu — dokowania liganda ze zwigkszong precyzja za pomocg narzg¢dzia
Glide byly wybierane te modele receptorow, dla ktérych otrzymano najbardziej zbiezne

predykcje sposobu wigzania liganda w pierwszym etapie. W badaniach opisanych w [H9-10]
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zastosowatam inne podejScie, oparte na wspolczynnikach wzbogacenia EF (ang. enrichment
factors). W tym celu dla kilku wybranych receptorow GPCR z klasy B, ich ligandéw o
potwierdzonej eksperymentalnie aktywnosci oraz wygenerowanego za pomocg narzedzia
DUD-E [13] zbioru niepodobnych chemicznie ligandéw wyznaczytam wspotczynniki EF (oraz
inne miary: ROC, BEDROC, AUC). Modele receptorow GPCR o najwyzszych
wspotczynnikach EF byly wybierane do dokowania ligandéw. Dzigki temu kryterium wyboru
uzyskatam modele receptoréw o potwierdzonej skuteczno$ci w wirtualnym skriningu,
rozpoznajace typowe dla danego receptora ligandy aktywne ws$rod nieaktywnych. Wyniki
moich badan oddatam do uzytku publicznego w postaci aplikacji internetowej GUT-DOCK
[H9]. GUT-DOCK umozliwia dokowanie do wyzej wymienionych modeli receptorow
(wigzacych hormony jelitowe) dowolnych ligandow matoczasteczkowych oraz krotkich
peptydéw za pomoca narzedzia Autodock VINA [62]. Sposrod dostepnych obecnie funkcji
oceniajacych uzywanych w dokowaniu ligandoéw (opartych na polu sitowym, empirycznych,
opartych na potencjatach statystycznych lub uczeniu maszynowym), wybralam funkcje
empiryczng zakodowang w programie Autodock VINA i wyprowadzong na podstawie bazy
PDBbind zawierajaca dane eksperymentalne na temat powinowactwa ligandow zawartych w
kompleksach zdeponowanych w PDB.

W niektorych przypadkach oba opisane powyzej kryteria oceny modeli receptorow
GPCR moga dawac zbiezne wyniki (np. wyniki grupy Stockholm-Carlsson oraz Copenhagen-
Gloriam, ale tylko dla jednego receptora 5-HT1s, w konkursie GPCR Dock 2013 [61] — patrz
pkt 5 autoreferatu), jednak w przewazajacej liczbie przypadkow (patrz Rys. 3, lewy panel,
niebieskie punkty) modele bialek o najlepszych wynikach w wirtualnym skriningu nie sa
strukturami najblizszymi natywnych (czyli o najmniejszym globalnym RMSD wzgledem
natywnej), co zostato opisane szerzej w mojej publikacji [H6] i we wczesniejszej publikacji
dotyczacej biatek globularnych [14]. Nieco lepsza korelacj¢ obserwuje si¢ migdzy doktadnoscia
predykcji samego miejsca aktywnego i wynikow dokowania ligandéw (patrz Rys. 3, lewy
panel, czerwone punkty). Cho¢ wyniki konkursu GPCR Dock 2013 stanowig trudny do
interpretacji heterogeniczny zbior danych, co opisatam w publikacji [H6] przeprowadzajac
zamiast tego obliczenia na homogenicznych zbiorach danych wygenerowanych w czasie
konkursu przez nasza grupe (Warsaw), to daja jednak wyobrazenie co do obecnych trudnosci

w modelowaniu kompleksow receptorow GPCR.
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Rysunek 3. Brak zaleznosci mi¢dzy wartoscia RMSD wzgledem struktury natywnej dla catego modelu a
wynikami dokowania ligandu (w postaci RMSD ligandu) jest istotnym utrudnieniem badan teoretycznych
receptorow GPCR (lewy panel rysunku). Zmiana polozenia jednej, istotnej reszty aminokwasowej, np. wskutek
btgdu w dopasowaniu sekwencyjnym celu i szablonu, moze kompletnie zmieni¢ wynik dokowania ligandu.
Dlatego jeden z opracowanych przeze mnie modutéw GPCRM oparty na potencjatach statystycznych umozliwia
poprawienie rejonu miejsca aktywnego, m.in. przez poprawienie trafno$ci dopasowania sekwencji celu i szablonu
podczas modelowania struktury receptora (prawy panel rysunku). Rysunek na podstawie [H6] (prawy panel) oraz
wynikow wszystkich grup badawczych bioracych udziat w GPCR Dock 2013 [61] w kategorii kompleksu
receptora 5-HT2s (lewy panel).

Opracowana przeze mnie procedura modelowania receptorow GPCR (GPCRM) [H5-6]
[H8] oraz ich kompleksow z ligandami matoczasteczkowymi (GUT-DOCK) [H9-10]
umozliwia przeprowadzenie kompletnych badan in silico nad dowolnym receptorem GPCR z
klasy A lub B. Na przyktad w publikacji [H1] oraz [H3-4] zostaly opisane badania nad
mikroprzetacznikowym mechanizmem aktywacji receptorow kannabinoidowych oraz innych
receptorow GPCR z klasy A wykorzystujace, jeszcze wowczas niezautomatyzowang, opisang
powyzej procedurg. Z kolei w koncowym etapie moich dotychczasowych badan zostata ona
wykorzystana do oceny pobocznych oddzialywan lekow z receptorami GPCR poza ich
gléwnym celem molekularnym (ang. off-target) [H9-10]. W tym przypadku zbadano
mechanizmy molekularne reakcji polekowych dotyczacych wystapienia zaburzen metabolizmu
glukozy prowadzacych do cukrzycy typu II.

Opisana powyzej metodologia dotyczaca badan nad receptorami GPCR zostata
uzupetniona o symulacje dynamiki molekularnej, ktére z jednej strony stanowity walidacje
otrzymanych modeli homologicznych, a z drugiej strony pozwolily na obserwacj¢ dziatania
wybranych biatek. W badaniach opisanych w publikacji [H2] zastosowano symulacje
petnoatomowej dynamiki molekularnej (CHARMM [48]) do poprawienia doktadno$ci modelu
homologicznego rotora V-ATPazy (w wersji dzikiej oraz mutanta), a nast¢gpnie do badania

stabilno$ci komplekséw V-ATPazy z pochodnymi archazolidu A w celu wytypowania najsilniej
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wigzacego si¢ zwigzku (YASARA [63], AMBER[49]). W publikacjach [H9-10] opisalam
uzycie dynamiki molekularnej (AMBER) do wygenerowania zbioru zblizonych konformacji
receptorow glukagonowych (ang. conformational ensemble), ktére wykazaly wicksza
skuteczno§¢ w wirtualnym skriningu niz startowe struktury krystaliczne GCGR 1 GLPIR,
szczegblnie w przypadku receptora GLP1R [H9].

W przypadku homotrimeru transportera koncentrujacego nukleozydy CNT3 (ang.
concentrative nucleoside transporter) z rodziny SLC28 zastosowatam dynamike molekularna
do w poprawienia modelu (ang. refinement), co opisatam w publikacji [H7]. Dynamika
molekularna poprawita wzajemne dopasowanie podjednostek biatkowych w homotrimerze
oraz postuzylta jako narzgdzie do oceny jakosci modelu podjednostki, ktéry zostal zbudowany
metoda hybrydowa (modelowanie przez homologi¢ polaczone z de novo). W przypadku
transportera CNT3 informacja ewolucyjna zostata uzyta w kilku aspektach. Przede wszystkim,
struktura krystaliczna vCNT, bakteryjnego homologa hCNT3, umozliwita zbudowanie
znacznej czesci samej podjednostki oraz calego homotrimera hCNT3 metodg modelowania
porownawczego. Ponadto, wykorzystujac potencjaly statystyczne wyprowadzone na podstawie
znanych struktur biatek blonowych i zaimplementowane w narzedziu Rosetta Broker [57] oraz
jednowymiarowa predykcje regionow transbtonowych (TOPCONS [64]) zbudowatam
brakujacy, N-terminalny fragment hCNT3. Dzigki temu uzyskatam petny i funkcjonalny (w
symulacji dynamiki molekularnej) model homotrimeru CNT3. Transporter CNT3 postuzyt mi
w tym przypadku za uktad modelowy do opracowania procedury przewidywania de novo

struktury biatek transbtonowych uwzgledniajacej informacje ewolucyjnag.

1V, Szczegbtowe omowienie osiggniecia i jego wykorzystania

GPCRM — aplikacja internetowa ukierunkowana na strukture receptora GPCR

Procedura modelowania przez homologi¢ receptorow GPCR, opracowana i opisana
przeze mnie po raz pierwszy w publikacji [H1], zostata w petni zautomatyzowana w postaci
ogo6lnie dostepnej aplikacji internetowej GPCRM, opisanej przeze mnie w publikacji [H5] oraz
w pozniejszych [H6] i [H8]. Aplikacja jest przeznaczona do generowania modeli receptorow
GPCR nie tylko z klasy A, ale takze z innych klas (np. B [H9-10]) oraz réwniez w przypadku
niskiego podobienstwa migdzy sekwencja celu a szablonu (identyczno$¢ sekwencji ponizej
30%), co opisatam w publikacji [H8]. Budowanie modelu homologicznego receptora GPCR
rozpoczyna si¢ w niej od wyboru odpowiednich szablonéw na podstawie dostarczonej przez

uzytkownika sekwencji celu. Na podstawie dopasowania sekwencji celu i dostepnych w bazie
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danych aplikacji sekwencji szablondw za pomoca narzedzia CLUSTALW?2 [65] i obliczonych
miar podobienstwa sekwencyjnego (identyczno$¢ sekwencji i podobienstwo sekwencji)
wybierane s3 najbardziej podobne szablony. W przypadku trybu modelowania dla
zaawansowanych uzytkownikéw (‘Advanced Mode’), opracowanego i opisanego przeze mnie
w publikacji [H5], jest mozliwo$¢ wybrania dowolnej liczby szablonéw, biorac pod uwage nie
tylko samo podobienstwo sekwencyjne, ale rowniez profile aktywnosci biologicznej receptora
i szablonu. W przypadku automatycznego trybu modelowania, jesli identyczno$¢ sekwencji
przekracza 40%, wybierany jest tylko jeden szablon. W innym przypadku wybierane sg dwa,
najbardziej podobne sekwencyjnie szablony. Budowanie modelu receptora GPCR przy uzyciu
kilku szablonow strukturalnych pozwala na uniknigcie btedow zwigzanych z wyborem
pojedynczego niewtasciwego szablonu, poniewaz koncowy model nie zalezy od tego jednego
szablonu, ale jest $rednig wazong wszystkich uzytych w modelowaniu szablonéw. W rezultacie
koncowy model o najnizszej energii moze by¢ np. suma elementéw, ktoére sa wybrane jako
najlepsze dla danego fragmentu sekwencji, pochodzacych z réznych szablonow, co opisatam w
publikacji [H5] oraz [H6] (receptor SMO), a co zostato wczesniej opisane w [66].

W kolejnym kroku modelowania, za pomoca narzedzia BLAST [59], generowany jest
profil sekwencyjny dla celu, ktory jest nastgpnie porownywany z profilami sekwencyjnymi
szablondéw (ang. profile-profile alignment) za pomocg MUSCLE [67] (algorytm dopasowania
progresywnego). Wygenerowane w ten sposob dopasowanie sekwencyjne okazalo si¢ znacznie
trafniejsze w przewidywaniu przerw w dopasowywanych sekwencjach niz odpowiadajace mu
proste dopasowanie wielu sekwencji (ang. multiple sequence alignment) lub proste
dopasowania dwoch sekwencji (ang. pairwise sequence alignment) w przypadku receptorow
GPCR co wykazatam w badaniach opisanych w [H5]. Wygenerowane dopasowanie sekwencji
jest nastepnie optymalizowane w celu poprawnego dopasowania do siebie typowych dla
receptorow GPCR motywow sekwencyjnych [H4], ktore sa silnie zachowywane w trakcie
ewolucji. Typowe dla receptorow GPCR réznych klas motywy sekwencyjne opisatam
szczegbtowo m.in. w publikacji [H4], uwzgledniajac ich role w procesie aktywacji tych
receptoréw. Dopasowane sekwencje aminokwasowe celu i szablonow sg w kolejnym kroku
uzyte do zbudowania modelu za pomoca narzedzia MODELLER [41] w sposdb opisany
powyzej, w procedurze wazonego usredniania wielu szablonow strukturalnych. Petle miedzy
helisami transbtonowymi w modelu podlegaja dodatkowemu modelowaniu za pomoca dwoch
metod: MODELLER DOPE oraz iteracyjnej CCD (Rosetta, metoda spadku wzgledem
wspotrzednych cyklicznych). Druga z metod polega na budowaniu petli z krotkich fragmentow

aminokwasowych (ang. fragment assembly) i jest przydatna w przypadku dtuzszych petli
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(powyzej 20 aminokwasow), np. petli zewnatrzkomorkowej EC2 (ang. extracellular loop 2),
przy ograniczonych zasobach obliczeniowych aplikacji internetowej. W przypadku krétszych
petli doktadniejsze przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej metoda ab initio (np.
MODELLER DOPE), czyli budowanie petli od nowa, moze dawac lepsze rezultaty, o czym
wspomniatam w publikacji [H5] i co opisano doktadniej w [68]. Petla zewnatrzkomoérkowa
EC2 migdzy helisa V a VI w duzej cze¢sci receptorow GPCR zawiera mostek dwusiarczkowy,
ktory dzieli t¢ petle na dwie czesci podlegajace osobnemu modelowaniu w opracowanym
przeze mnie module w GPCRM [HS]. Dodatkowo wprowadzitam réwniez potencjat
minimalizujacy przenikanie przez btong petli zewnatrz i wewnatrzkomorkowych oraz N i C-
koncow biatka.

Wygenerowany model biatka podlega w ostatnim kroku ocenie za pomoca trzech
funkcji oceniajacych (Rosetta Total Score, Rosetta-MP, BCL::Score), co opisatam w publikacji
[H8]. Ze wzgledu na udzial potencjatéw statystycznych wyprowadzonych w oparciu o rozktad
Boltzmanna na podstawie struktur tylko bialek btonowych zdeponowanych w PDB, dwie
ostatnie funkcje daja znacznie lepsze wyniki w modelowaniu receptorow GPCR niz pierwsza,
co wykazatam w publikacji [H6].

Oprocz warstwy obliczeniowej aplikacja GPCRM dostarcza uzytkownikowi
wyspecjalizowany interfejs, pozwalajacy na manualng modyfikacj¢ dopasowan sekwencyjnych
oraz trojwymiarowa wizualizacj¢ wygenerowanego modelu biatka. Aplikacja GPCRM zostata
wykorzystana z sukcesem w dwoch konkursach obliczeniowych o zasiegu swiatowym: GPCR
Dock 2010 [B6] oraz GPCR Dock 2013 [61] [B1]. Stata si¢ réwniez podstawa do badan nad
mechanizmami aktywacji receptoréw GPCR, ktére opisatam w publikacjach [H1] oraz [H3-4],
a takze w innych publikacjach mojego wspotautorstwa (patrz pkt 5 niniejszego autoreferatu).
Aplikacja GPCRM stata si¢ rowniez punktem wyjs$cia dla kolejnej aplikacji internetowe;j
dotyczacej oddzialywan receptorow GPCR z ligandami (GUT-DOCK), ktoérg opisatam w
publikacjach: [H9-10]. Liczba cytowan oryginalnej publikacji opisujacej algorytm GPCRM
wynosi 46 (wedtug Google Scholar), liczba uzytkownikow na dzien 22.03.2019 wynosi 7788 z
64 krajow, (odpowiadajace dane dla aplikacji GUT-DOCK, opublikowanej w styczniu 2019r.:
164 uzytkownikow z 5 krajow). Wsérod publikacji cytujacych [HS], znalazta si¢ m.in. publikacja
grupy badawczej J. Selent na temat nowych agonistow 5-HT24 [69]. PowyzZsze dane $wiadcza
0 zasiggu stosowania opracowanej przeze mnie metody GPCRM, pomimo bardzo matej liczby
statych kontrybutorow (kierownik grupy badawczej S. Filipek, D. Latek oraz programista P.
Pasznik). Dopiero przy okazji ostatniej publikacji [H8] z 2018 r. ich liczba znaczaco si¢

zwigkszyla przekraczajac trzy osoby.
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Dopasowanie Dynamika
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BCL::Score powinowactwa
ligandow

Rysunek 4. Uproszczony schemat aplikacji internetowych GPCRM i GUT-DOCK ukierunkowanych
odpowiednio na strukture i na funkcj¢ receptorow GPCR.

Komentarza wymaga opracowanie aplikacji GPCRM na tle innych dziatajacych
wczesniej 1 pdzniej serwiséw internetowych. GPCRM zostal upubliczniony juz w czerwcu
2012 jako wersja beta (GUT-DOCK w grudniu 2017). W 2012 roku w dziedzinie
automatycznego modelowania receptorow GPCR byly udostepnione: baza danych GPCRDB
[70], serwis internetowy (aplikacja internetowa) GPCR-SSFE [71] oraz serwis internetowy
GPCR-ModSim [72]. Dlatego badacze korzystali réwniez z serwisow do modelowania
wszystkich bialek (réwniez globularnych), np. Robetty (wersja automatyczna Rosetty), I-
TASSER-a [73] lub SWISS-MODEL-a. Wymienione metody zostaly poréwnane przeze mnie
do GPCRM w suplemencie do publikacji [H5]. W 6wczesnych serwisach internetowych do
modelowania tylko receptoréw GPCR stosowany byt MODELLER, a nowos$cig od strony
metodologicznej byto budowanie modelu receptora z helis transblonowych (ekstrahowanych w
catosci) pochodzacych z roznych szablondw, ale bez ich usredniania, a jedynie na zasadzie
kopiowania wspotrzednych i minimalizacji energii oddzialywan zbudowanego w ten sposob
modelu o siedmiohelikalnej topologii (GPCR-SSFE [71]). Podobna metoda w dziedzinie
modelowania receptorow GPCR, rowniez opierajaca si¢ na minimalizacji oddziatywan migdzy
helisami, ale nalezaca do klasy metod de novo, zostata opublikowana w 2012r. (BiHelix [74]).
Polega ona na budowaniu modelu receptora z siedmiu typowych helis transblonowych, a
nastgpnie na ich obrocie (kazdej z osobno) w celu minimalizacji energii wzajemnych
oddzialywan. Wymienione powyzej metody r6znig si¢ zatem w sposob zasadniczy od aplikacji

21



GPCRM, ktora jest jednym z elementdw opisanego w niniejszym autoreferacie osiggnigcia.
Pozniejsze metody (glownie kolejne wersje GPCRDB [75] i GPCR-SSFE [76] oraz
dostosowanie I-TASSER-a do receptoréw GPCR [77]), w duzym stopniu zaczynaja juz
uwzglednia¢ koncepcje usrednienia wielu szablondow w modelowaniu receptorow GPCR,
opublikowang przeze mnie w 2013r. [HS]. Réwniez od strony technicznej, pierwsza wersja
GPCRM zostata napisana przy zastosowaniu Biopythona i Django [HS]. Te technologie zostaty
wiaczone, np. do bazy danych GPCRDB, ale dopiero po roku 2013r., a zatem GPCRM w
momencie pierwszej publikacji byl nowoscia nie tylko pod katem algorytmow obliczeniowych,
ale rowniez pod katem technologicznym. Obecnie wlaczenie potencjatéw statystycznych
wyprowadzonych na podstawie struktur biatek blonowych z PDB (BCL::Score, Rosetta-MP)
do oceny modeli receptoréw GPCR nie jest realizowane ani w GPCRDB, ani w GPCR-SSFE,
a jedynie w GPCR-I-TASSER [77], ale na zupelnie innej zasadzie (jest to z zatozenia program

do przewlekania, ang. threading).

GUT-DOCK - aplikacja internetowa ukierunkowana na funkcje receptora GPCR

Opisana powyzej procedura modelowania receptorow GPCR znalazla zastosowanie w
drugiej, opublikowanej niedawno w [H9-10] aplikacji internetowej GUT-DOCK dotyczacej
receptorow GPCR wigzacych hormony jelitowe (ang. gut hormone receptors). Poprzednia
aplikacja internetowa GPCRM byta dla niej punktem wyjscia, tzn. postuzyta do wygenerowania
modeli homologicznych wybranych receptorow GPCR. W tym przypadku wybrano tylko te
modele receptordéw, ktore dawaly najlepsze rezultaty w wirtualnym skriningu. Centralng
czgs$cig aplikacji GUT-DOCK jest gigtkie dokowanie matoczasteczkowych ligandéw do
sztywnych struktur receptoréw GPCR realizowane przez réwnolegly algorytm Autodock VINA
[62]. Sposob wigzania liganda do receptora oceniony jako najkorzystniejszy energetycznie jest
prezentowany uzytkownikowi jako wynik, w postaci plikéw PDB oraz wizualizacji
oddziatywan ligand-receptor (Ligplot). Na podstawie moich badan nad molekularng podstawa
zaburzen metabolizmu glukozy spowodowanych przez farmakoterapi¢ opisanych w
publikacjach [H9-10] ocenitam, ze przydatne bedzie réwniez pordwnanie otrzymanej w
dokowaniu teoretycznej energii wigzania z podobnie otrzymanymi wartosciami dla wybranej
klasy lekoéw (B-adrenolityki). W ten sposob umozliwitam uzytkownikowi projektowanie
nowych, aktywnych farmakologicznie substancji o potencjalnie mniejszej szkodliwosci dla
gospodarki weglowodanowej niz dotychczas stosowane leki. Pomimo oczywistych ograniczen
wynikajacych z koniecznosci uzycia w aplikacji narzgdzi dostepnych pod licencja open-source
(Autodock VINA, OpenBabel), wynik jej dziatania okazat si¢ poréwnywalny z mozliwosciami
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programow licencyjnych (Glide, Schrodinger LLC), co opisatam w publikacji [H9]. Potwierdza
to skuteczno$¢ opracowanej przeze mnie procedury modelowania komplekséw receptorow

GPCR.

Charakterystyka strukturalna wybranych biatek transblonowych
W 2012 roku, w momencie publikacji pracy [H2] byta znana tylko struktura krystaliczna
bakteryjnego homologa wakuolarnej (typ V) V-ATPazy opublikowana w 2005 roku [78]. Model
homologiczny V-ATPazy wyizolowanej z drozdzy, ktory zbudowalam na jego podstawie,
zawieral dwie istotne dla mechanizmu dziatania rotora i rownocze$nie dla wigzania inhibitora
- archazolidu A (i jego pochodnych) reszty: Glul37 i Tyr66, powtorzone (m.in. Glu108 i Tyr142
— patrz Rys. 1) w kazdej podjednostce czesci transbtonowej rotora. Rotamery tyrozyny w
pierscieniu rotora w moim modelu homologicznym zostaty catkowicie potwierdzone przez obie
struktury eksperymentalne V-ATPazy z roku 2015 [79] 1 2018 [80], rozwigzane metoda
kriomikroskopii elektronowej. Grupa boczna kwasu glutaminowego (m.in. Glu137) w moim
poczatkowym modelu homologicznym byta skierowana w stron¢ cytoplazmatyczng, jednak w
trakcie symulacji pelnoatomowej dynamiki molekularnej, co opisano szczegdétowo w
suplemencie publikacji [H2], zmienila konformacje kierujac si¢ w stron¢ lumen, w odleglosci
paru A od sasiadujacej tyrozyny (m.in. Tyr66), tak jak jest to przedstawione na Rys. 1. Inhibitor
— archazolid A wigzat si¢ do pierScienia rotora, w ktorej reszta Glul37 byla w konformacji
odpowiadajacej wlasnie temu drugiemu rotamerowi, co zostato przeze mnie przedstawione w
publikacji [H2]. Struktura eksperymentalna (cryo-EM) rotora V-ATPazy opublikowana w
2015, opisujaca trzy stany konformacyjne tego biatka, zawierata ten drugi rotamer Glu tylko w
kilku podjednostkach pierscienia i tylko w jednym z trzech opisanych stanéw konformacyjnych
(kod PDB: 3J9V), ktory faktycznie jest zwigzany z nieco mniejszg stechiometrig
przenoszonych protonéw wzgledem biatka (3:1 zamiast 4:1), a wigc z mniejszg aktywnoscia
enzymu. Jednak struktura z 2018, zawierala juz reszty kwasu glutaminowego w pier§cieniu w
doktadnie w tej samej konformacji otwartej, ktora jest zwigzana z autoinhibicja tego enzymu
[80], jaka przewidzialam na podstawie symulacji dynamiki molekularnej. Ten wybrany
przyktad ilustruje doktadno$¢ przeprowadzonych przeze mnie i opisanych w publikacji [H2]
obliczen.
Struktura krystaliczna receptoréw kannabinoidowych CB; i CB; ukazata si¢ dopiero w
roku CBi: 2016 (konformacja nieaktywna) i 2017 (aktywna) [81] oraz CB:: w 2019
(nieaktywna) [82], cho¢ juz wyniki badan eksperymentalnych z poczatku wieku §wiadczyty o
istnieniu szczegdlnego mikroprzetacznika aminokwasowego [83]. W pracy [H1] opisatam
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przede wszystkim rejon miejsca aktywnego, zawierajacy mikroprzetacznik Trp/Phe, ktorego
ustawienie moze by¢ modulowane przez ligandy. Modele receptoréw zostaly zbudowane
jeszcze przed opracowaniem aplikacji GPCRM przy wykorzystaniu standardowej procedury
modelowania przez homologic (MODELLER) i szablonu strukturalnego receptora
adenozynowego. Pozniejsze publikacje na temat receptoréw kannabinoidowych [84], cytujace
[H1], juz korzystajace z metody budowania modelu z wielu szablondw oraz z pdzniej
otrzymanych danych z mutagenezy [85], potwierdzaja role tego mikroprzelacznika i jego
ustawienie w formie nieaktywnej (Trp6.48 — rotamer gauche+, czyli -60° oraz Phe3.36 trans,
czyli -180°) i aktywnej (Trp6.48 rotamer trans oraz Phe3.36 gauche+) receptora. Struktury CB;
7201612017 roku (np. 5TGZ — nieaktywna oraz SXRS8 — aktywna) pokazuja te same ustawienia
mikroprzetacznika Trp/Phe w obecnosci antagonisty 1 agonisty, ktore pokazatam 5 lat wezesniej
w publikacji [H1]. Miedzy innymi opublikowana w tym roku praca R. J. Doerksena [86],
cytujaca moja publikacje [H1], podkresla role pokazanego przeze mnie 8 lat temu
mikroprzetacznika w receptorze CB». Niemniej jednak struktura krystaliczna CB> wigzacego
antagoniste z 2019 (kod PDB 5ZTY) [82] pokazuje ustawienie mikroprzetacznika zaskakujaco
przypominajace CB1 wiazacego agoniste. W mojej publikacji [H1], ktéra w duzym stopniu
opierata si¢ tylko na dokowaniu, a nie na dynamice molekularnej, nie stwierdzitam
jednoznacznie tej réznicy mig¢dzy ustawieniem mikroprzetacznika w CB;1 i CBa2. Niemniej
jednak, w wynikach, ktore umiescitam razem ze wspotpracownikami w [H1], bylty pewne
przestanki mogace wskazywac na roznice w profilu funkcjonalnym CB; i CB2. Mianowicie, w
suplemencie publikacji [H1] (Fig. S2) przedstawione sa wyniki symulacji dynamiki
molekularnej dla obu receptoréw w postaci wykresow katow y1 dla dwoch najlepszych modeli
receptoréw (a) i (b), osobno dla obu reszt mikroprzetacznika - Trp i Phe. W przypadku CB;
warto$ci obu katow definiujace rotamery grup bocznych aminokwaséw sa w przyblizeniu state
przez cala symulacj¢ (z chwilowym przeskokiem w przypadku drugiego modelu). Natomiast w
przypadku CB,, w trakcie symulacji z udziatem drugiego modelu receptora (d), mozna byto
zaobserwowa¢ wyrazng zmiang kata y1 dla Phe i Trp o okoto 120 stopni, czyli spontaniczng
zmian¢ ustawienia mikroprzetacznika do pozycji aktywnej. Byly to jednak zbyt krotkie
symulacje (1ns), abym mogta na ich podstawie sformutowa¢ dodatkowe wnioski o roznicach
miedzy CB; a CBy, tak jak zostato to opisane w publikacji [82].

Przyktad receptorow kannabinoidowych pokazuje problem badawczy dziedziny
receptoréw GPCR. Kazda nowa struktura receptora GPCR ukazujaca si¢ w PDB (obecnie juz
kilka receptorow na rok) umozliwia coraz doktadniejsze badanie mechanizmow ich dziatania

w porownaniu do opublikowanych badan teoretycznych bazujacych na modelach
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homologicznych zbudowanych na wczesniejszych strukturach krystalicznych. Ten problem
pojawitl si¢ w moich badaniach przy okazji receptorow glukagonowych [H9-10]. Model
receptora GIPR zostal przeze mnie zbudowany na podstawie struktury apo receptora
glukagonowego GCGR z 2013 1 2016 roku. P6zniejsze struktury holo receptora GCGR z 2017
lub struktury holo receptora GLPIR z 2017 (drugiego bliskiego homologa sekwencyjnego
GIPR), obie z antagonistami w allosterycznych miejscach aktywnych, réznig si¢ od
wezesniejszych struktur, choé nieznacznie pomimo zwigzania ligandu (odpowiednio: 1.2A i
0.8A), gltéwnie w rejonie fragmentu l3czacego domene zewnatrzkomoérkowa z domeng
transblonowa [87]. W moich badaniach opisanych w publikacjach [H9-10], nie byl badany
rejon struktury migdzy dwiema domenami. Zatem modelowanie oparte na nowych strukturach
z 2017 r. nie wniosloby Zadnej istotnej zmiany do badan nad receptorem GIPR. Model receptora
GIPR, podobnie jak modele dwoch pozostatych receptoréw klasy B: PACIR oraz VIPR1, oraz
struktury krystaliczne GCGR 1 GLP1R (po symulacjach dynamiki molekularnej) zostaty przeze
mnie umieszczone w ogolnie dostepnej aplikacji GUT-DOCK.

Roéwniez w przypadku transportera CNT3, moje badania opisane w publikacji [H7]
zostaly przeprowadzone na podstawie wczesniejszej struktury z 2012 roku (kod PDB 3TL)).
Niemniej jednak nowa struktura (a wtasciwie seria struktur z r6znymi ligandami) z 2014 [88],
zostala otrzymana przy wykorzystaniu wczesniejszej struktury jako inputu do programu
PHENIX. Wszystkie obserwacje dotyczace wcezesniejszej struktury zostaty potwierdzone przez
nowa, a roznice obserwowane mi¢dzy nimi obejmuja jedynie drobne, lokalne zmiany
konformacji wynikajace z oddziatywania transportera z réznego rodzaju ligandami
nukleozydowymi m.in. z analogami cytydyny. Jednak publikacja [H7] dotyczy przede
wszystkim struktury catego biatka, zatem szablon strukturalny vCNT z 2012 r. mogt zostaé
uzyty do budowy homotrimera CNT3 za pomoca opracowanej przeze mnie procedury
modelowania biatek transblonowych. Procedura modelowania transportera CNT3, opisana w
[H7], polega na potaczeniu modelowania przez homologi¢ uwzgledniajacego zachowywane w
ewolucji ligandy (MODELLER) oraz modelowania de novo helis transblonowych (TOPCONS
oraz Rosetta Broker). Transporter CNT3 jest reprezentantem rodziny bialek transbtonowych
SLC28, ktére stanowig znacznie bardziej skomplikowany uktad biologiczny niz receptory
sprzgzone z biatkiem G ze wzglegdu na rdéznorodno$¢ topologii oraz roéznorodnosé
mechanizméw dziatania. W przypadku receptorow GPCR dotychczas poznany mechanizm
aktywacji polega na lokalnej zmianie konformacyjnej w miejscu aktywnym po zwigzaniu
ligandu, ktoéra indukuje globalng zmiang konformacji (gltéwnie helisy VI) jednak przy

zachowaniu tej samej topologii. W przypadku transporterow SLC przekazanie ligandu ze
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srodowiska zewnatrzkomorkowego do wewnatrz wymaga tak istotnej zmiany konformacyjnej
biatka, Ze obie konformacje (np.: otwarta na zewnatrz i do wewnatrz komorki) zupetie réznig
si¢ topologia zachowujac jedynie helikalng postaé biatka. Ze wzgledu na niedostateczny zbior
krystalicznych struktur transporteréw w konformacji otwartej i zamknigtej nie jest obecnie
mozliwe wyprowadzenie dla nich dalekozasiegowych potencjatow statystycznych na
podstawie informacji ewolucyjnej i strukturalnej zawartej w bazie PDB. Do niedawna nie byto
réwniez mozliwe zbudowanie modelu homologicznego transportera np. w konformacji otwartej
na zewnatrz na podstawie szablonu strukturalnego konformacji otwartej do wewnatrz komorki.
Badania L. R. Forrest [89] wykazaty jednak mozliwo$¢ obej$cia problemu kompletnej zmiany
topologii biatka w procesie transportu ligandu za pomoca wykorzystania cz¢sciowej symetrii
migdzy obiema konformacjami transportera. Jest to koncepcja odwrdconej topologii (ang.
inverted topology). Rozwigzanie zaproponowane przez L. R. Forrest w oczywisty sposob nie
uwzglednia jednak sytuacji, w ktérej nie ma danych krystalograficznych dla zadnej z
konformacji dla catego biatka lub dla jego fragmentu, jak to miato miejsce w przypadku
hCNT3, ktorego bliski homolog w PDB (vCNT) nie zawieral N-terminalnego fragmentu
sekwencji.

W publikacji [H7] zaproponowatam procedure modelowania fragmentdw transporterow
SLC, ktére nie sg dostepne w postaci danych krystalograficznych. Rozwigzanie to oparte jest
na budowaniu modelu biatka de novo przy wykorzystaniu krotkich fragmentow biatek
btonowych z PDB (Rosetta) oraz protokotu modelowania duzych systeméw biatkowych, w
ktérym podjednostka jest traktowana jako bryta sztywna (Broker) [90]. W ten sposob udato mi
si¢ rozwigza¢ struktur¢ ponad 100-aminokwasowego N-terminalnego fragmentu transportera
hCNT3, ktéry zawiera istotny dla funkcji tego biatka polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(SNP). Modelowanie zostato przeprowadzone przy uwzglednieniu obecnosci (a wigc réwniez
oddziatywan) calego homotrimeru. Model homotrimeru zostat wcze$niej przygotowany przeze
mnie na podstawie struktury bakteryjnego homologa VCNT przy uwzglednieniu podczas
modelowania zachowanych w ewolucji ligandéw (kationu sodu i urydyny). Walidacja modelu
transportera hCNT3 zostala przeprowadzona za pomoca 100 ns symulacji dynamiki
molekularnej [H7]. Przeprowadzona przeze mnie symulacja dynamiki molekularnej pozwolita
na obserwacje¢: interfejsu podjednostek homotrimera, miejsca aktywnego hCNT3 i
sgsiadujacych helis (wplyw jonu Na® na konformacj¢ biatka w trakcie symportu) oraz

ruchliwosci aminokwasow zwigzanych z SNP [H7].
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Badania nad mechanizmem aktywacji receptorow GPCR

Wygenerowane za pomocg GPCRM modele postuzyty do przeprowadzenia przeze mnie
badan nad mechanizmem aktywacji receptoréw GPCR opisanych w publikacjach: [H1] [H3-4]
oraz w innych publikacjach wymienionych w punkcie 5 niniejszego autoreferatu. W [H1]
opisatam istnienie mikroprzetacznika aminokwasowego Trp/Phe, ktérego zmiana
konformacyjna jest uwazana za poczatek lokalnych zmian konformacyjnych receptorow
kannabinoidowych powodujacych w kolejnych etapach globalne zmiany konformacyjne
prowadzace do w peini funkcjonalnych w oddziatywaniu z biatkiem G konformacji tych
receptorow. Moja publikacja uzupehlita wczesniejsze badania eksperymentalne tych
receptorow [83, 91]. Wzrost liczby struktur receptorow GPCR w PDB umozliwit w kolejnych
latach po mojej publikacji [H5] budowanie przy uzyciu GPCRM coraz doktadniejszych modeli
receptorow kannabinoidowych pozwalajacych, np. na badania drogi wej$cia ligandu do wnetrza
receptora [84].

W wysokocytowanej publikacji przegladowej [H4] opisalam podrodziny GPCR pod
katem ich zachowywanych w ewolucji motywéw sekwencyjnych i zwigzanych z nimi
mikroprzetacznikdw aminokwasowych, ktérych zmiana potozenia, np. wskutek oddziatywania
z agonista, powoduje obnizenie energii wewnetrznej biatka i w rezultacie zwigkszenie populacji
stanow aktywnych receptora [20]. W tabeli 1 przedstawitam reprezentatywny dla publikacji
[H4] opis samej tylko podrodziny receptoréw podobnych do rodopsyny pod katem

mechanizmow aktywacji.

Tabela 1. Mikroprzetaczniki aminokwasowe receptordéw GPCR z klasy A, opisane przeze mnie

w publikacjach [H1] oraz [H4].

Etap Mikroprzelaczniki i odpowiadajace im Indukowana globalna zmiana konformacyjna
aktywacji! motywy sekwencyjne receptora
1 Mikroprzetacznik - zamek 3-7 Zerwanie potaczenia migdzy helisg I1I a VII
(ang. 3-7 lock switch) poprzedzone zerwaniem mostku solnego migdzy
Glu3.28 (Asp3.32), Lys7.43 (Tyr7.43) Lys7.43 a zasada Schiffa tworzong przez retinal
1 Glu3.28.
2 Mikroprzetacznik transmisji (poprzednia Helisa VI przesuwa si¢ w stron¢ helisy V i ulega
nazwa: dzwigniowy [H4]) niewielkiej rotacji, a nastepnie jej czesé
(ang. transmission switch) cytoplazmatyczna ulega odchyleniu.
Trp6.48, P5.50, P6.50
CwxP (helisa VI)
3 Mikroprzetacznik dzwigniowy Przegrupowanie w cytoplazmatycznym koncu
(ang. toggle switch) helisy VII poprzedzone rotacja grupy bocznej
Tyr7.53 tyrozyny w celu reorganizacji sieci wigzan
nPxxy (helisa VII) wodorowych wewnatrz receptora
umozliwiajacych w nastgpstwie oddzialywanie z
biatkiem G.
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4 Mikroprzetacznik - zamek jonowy Zerwanie mostku solnego argininy i kwasu
(ang. ionic lock switch) glutaminowego, po ktéorym nastepuje zblizenie
Glu3.49/Arg3.50 — Glu6.30/Thr6.34 helisy Il z V oraz VI z V.
(d/e)Ry (helisa IIT)

Kolejnos¢ etapow aktywacji receptorow klasy A uszeregowana wg Wescott et al. (PNAS 2016, 113(35): 9928-
9933), od zmian konformacyjnych w obrgbie czgsci zewnatrzkomorkowej po zwigzaniu ligandu, przez $rodek

receptora, kofnczae na czgsci cytoplazmatycznej oddziatujacej z biatkiem G.

Projektowanie inhibitorow bialek transblonowych

Jak wspomnialam powyzej, GUT-DOCK opisany przeze mnie w publikacjach [H9-10]
moze by¢ rowniez wykorzystany w projektowaniu nowych lekéw. Opartam si¢ w tym
przypadku na testach autoréw programu Autodock VINA (liczba cytowan od 2010 r. - ponad
7600, wg Google Scholar) zalezno$ci miedzy aproksymowang teoretyczng energia wigzania a
eksperymentalnie potwierdzonym faktem wigzania danego liganda przez receptor. Jak opisatam
w [H9-10], cytujac réowniez inne publikacje, efektywnos$¢ niskokosztowego wirtualnego
skriningu od wielu lat dorownuje, a nawet przewyzsza poziom sukcesu skriningu
eksperymentalnego. Niemniej jednak ostateczne potwierdzenie biologicznej aktywnosci
danego liganda w modulacji $ciezki sygnalowej receptora wymaga szeregu badan
biochemicznych, a nawet klinicznych [30]. Sprawe komplikuje dodatkowo mozliwos¢
wystapienia pobocznych interakcji leku z innymi celami biologicznymi w komoérce (ang. off-
target), ktorych efekty sa obserwowane dopiero na przestrzeni lat w badaniach klinicznych.
Cze$¢ z takich pobocznych interakcji mozna wykorzysta¢ w repozycjonowaniu lekéw (ang.
drug repositioning), dzigki ktéremu mozna unikna¢ kosztownych badan nad toksycznos$cia
nowowprowadzanego leku. W publikacji [H10] zaproponowalam nowy zestaw zwiazkéw do
stosowania w leczeniu cukrzycy wilasnie na zasadzie repozycjonowania. Zwigzki przeze mnie
zaproponowane, stosowane juz w leczeniu innych choréb, moga wykazywaé efekt
terapeutyczny dzigki wptywowi na szlak sygnalowy hormonéw inkretynowych regulujacych
gospodarke weglowodanows. Przewidywany efekt zaproponowanych zwigzkéw moze
dotyczy¢ zaré6wno hamowania aktywnosci receptora glukagonowego GCGR (zmniegjszenie
produkcji glukozy), jak i aktywacji receptoréw GLPIR i GIPR (zwigkszenie produkcji
insuliny). Rozrdéznienie obu efektow wymaga jednak dalszych badan teoretycznych i
eksperymentalnych, co opisatam w publikacji [H10].

Efekt hamujacy dzialanie biatka transblonowego obserwowalam réwniez na
przyktadzie kompleksu rotora V-ATP-azy z pochodnymi archazolidu A wykazujacymi
aktywno$¢ przeciwnowotworowa [92], co opisatam w publikacji [H2]. W tym przypadku

cykliczny ligand dziata cytotoksycznie na komorki nowotworowe, zatrzymujac rotacje domeny
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transbtonowej odpowiedzialnej za wystgpienie gradientu stezenia H" (Rys. 1). Specyficznos¢
adhezji inhibitora na powierzchni rotora jest w tym przypadku zapewniana nie tylko przez
wigzania wodorowe, ale rowniez przez komplementarno$¢ elektrostatyki, co zostalo opisane
przeze mnie w suplemencie publikacji [H2]. M¢j udziat dotyczyt w tym przypadku badan in
silico, czyli przygotowania modelu homologicznego domeny btonowej V-ATPazy, dokowania
pochodnych archazolidu A, potwierdzenia ich sposobu wigzania za pomoca symulacji
dynamiki molekularnej oraz wytypowania najsilniej wigzacych si¢ ligandow do badan
biochemicznych. Wyniki teoretyczne opisane w publikacji [H2], zostaty potwierdzone przez
opisane w tej samej publikacji wyniki do§wiadczalne (patrz Rys. 1). Badania nad aktywnos$cia
przeciwnowotworowg archazolidéw opisang m.in. w publikacji [H2] trwaja w dalszym ciagu,

wiasciwie nieprzerwanie od 2011 r. i weczesniej, w laboratorium D. Menche [93].

Molekularne podstawy reakcji polekowych

Jedna z funkcjonalnosci aplikacji GUT-DOCK polegajaca na poréwnywaniu
powinowactwa réznych zwigzkéw wzgledem wybranych receptorow GPCR, co opisatam w
dwoch publikacjach [H9] oraz [H10]. W tym przypadku przebadatam gléwne klasy
powszechnie stosowanych lekow zaburzajacych metabolizm glukozy przy dhuzszym
stosowaniu u istotnej liczby pacjentow. Najwicksze powinowactwo do receptorow
glukagonowych wykazaty, jak opisatam w publikacji [H10], statyny, leki -adrenolityczne oraz
glukokortykosteroidy, w nieco mniejszym stopniu: mineralokortykosteroidy i wprowadzone
niedawno do farmakoterapii analogi tiazyddw, a najstabsze: neurosteroidy, diuretyki i tiazydy.
W przypadku statyn oraz lekéw B-adrenolitycznych zauwazylam, ze leki nowszej generacji w
kazdej z tych klas, mniej zaburzajace gospodarke weglowodanowa, jednocze$nie wykazuja
wysokie powinowactwo do receptoréw glukagonowych, regulujacych poziom glukozy we
krwi. Podobng zalezno$¢ zaobserwowatam dla mniej licznego zbioru lekéw z roznych klas
zdeponowanego w bazie efektoéw ubocznych lekéw SIDER (ang. Side Effect Resources) [36]
[H10]. Na podstawie zaobserwowanej zaleznos$ci zaproponowatam nowy sposob uniknigcia
zaburzen metabolizmu glukozy podczas farmakoterapii, polegajacy na takiej optymalizacji
struktury chemicznej zwiazkéw wiodacych, ktora zwigksza ich powinowactwo do receptoréw
glukagonowych. W ten sposob, oprocz podstawowego efektu terapeutycznego (ang. on-target)
substancja lecznicza moglaby powodowa¢ rowniez efekt inkretynowy regulujacy poziom
glukozy u pacjenta na zasadzie efektu ubocznego (ang. off-target). Tego typu rozwigzania sg
obecnie stosowane tylko jako politerapia, np. w leczeniu nadci$nienia (jednoczesna terapia

hydrochlorotiazydami i sartanami [94]). Opisane w publikacjach [H9-10] badania teoretyczne
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beda w kolejnych etapach mojej pracy badawczej potwierdzane badaniami biochemicznymi i

klinicznymi.

Molekularne podstawy istotnych farmakologicznie polimorfizmow

Strukturalna interpretacja rzadkich, ze wzgledu na silng negatywna selekcje transportera
CNT3, niesynonimicznych mutacji pozwolila mi na odkrycie molekularnych podstaw rdéznej
odpowiedzi na farmakoterapi¢ obserwowanej w badaniach klinicznych dotyczacych leczenia
zakazen wirusowych i nowotwordw, co opisatam w samodzielnie opublikowanej pracy [H7].
Np. mutacja Gly«—Arg (patrz Rys. 4) w obrebie miejsca aktywnego wigzacego nukleozyd moze
powodowac¢ utrate kluczowego oddziatywania sgsiadujacej Gln z ligandem ze wzgledu na
utworzenie wigzania wodorowego z Arg. W efekcie zdolno$¢ koncentrowania (ang.
concentrative capacity) czasteczek nukleozydu przez transporter jest zmniejszona. Maleje w
zwigzku z tym absorpcja leku nukleozydowego (np. ribawiryny) i w efekcie jego niekorzystne
cytotoksyczne dziatanie na komorki gospodarza. Dla pacjentow z mutacja Gly—Arg
zaobserwowano np. zmniejszone prawdopodobienstwo anemii podczas leczenia ribawiryng
zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C. Efekt biologiczny drugiego, opisanego przeze
mnie w publikacji [H7], polimorfizmu (Tyr«<>Cys) zlokalizowanego w obrgbie fragmentu
biatka zbudowanego przeze mnie de novo, pomimo juz rozpoczgtych badan eksperymentalnych

(Badagnani et al. 2005) pozostaje jeszcze doktadnie nieopisany.

Rysunek 4. Polimorfizmy jednego nukleotydu (SNP) zaobserwowane dotychczas w biatku hCNT3 (czerwone —
odpowiadajace mutacjom niesynonimicznym, zétte - synonimicznym). Na rysunku wyrdzniono dwa z nich (jeden

z nich — dotyczacy reszty Gly277 jest w miejscu aktywnym) oraz kation sodu (fioletowy) i ligand (urydyne).
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W publikacji [H7] zbadatam rowniez kilka polimorfizmow zlokalizowanych w helisie
transbtonowej VI receptora CRF1, ktora byla modelowana de novo. Podobnie jak w przypadku
hCNT3, sa one zwigzane z oslabieniem sily wigzania liganda z receptorem co w konsekwencji
prowadzi do réznej odpowiedzi pacjentéw na leczenie (np. astmy za pomocg wdychanych
kortykosteroidow). W tym przypadku mutacje aminokwasow w rejonie helisy VI
najprawdopodobniej powoduje ostabienie wigzania liganda z powodu utraty istotnych
oddzialywan a takze zmniejszenie dostgpnej dla allosterycznego liganda przestrzeni z powodu
zahamowania koniecznej do jego zwigzania deformacji helisy VI, co opisatam w publikacji

[H7].

V. Podsumowanie

Przedstawione osiagni¢cie naukowe dotyczace wyznaczenia struktur i mechanizméw
dzialania wybranych biatek transblonowych przy uwzglednieniu ich réznorodnosci
ewolucyjnej w sposob kompletny umozliwito wyjasnienie na poziomie molekularnym szeregu
obserwowanych zjawisk biologiczno-chemicznych. Schemat przedstawiony na Rys. 5 ilustruje

glowne obszary przeprowadzonych badan.

Rysunek 5. Schemat osiaggnigcia naukowego przedstawionego w niniejszym autoreferacie. W moich badaniach
dokonatam kompletnego opisu struktur i mechanizméw dziatania reprezentantéw trzech wybranych rodzin biatek
transblonowych (od lewej): receptorow GPCR, V-ATPaz oraz rodziny transporterow SLC28 uwzgledniajac ich
réznorodno$¢ ewolucyjna. Na podstawie: Clark et al. Beilstein J. Org. Chem. 2017, 13, 1071-1078, Sun-Wada et
al. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetic 2015, 1847(10):1166-72 oraz [H7].

Przedstawione osiggnigcie umozliwilo roéwniez rozwdj metod obliczeniowych
uzywanych do badania struktur bialek transbtonowych. Dzigki temu mozliwe stato si¢
skonstruowanie aplikacji, pozwalajacych na testowanie zwigzkéw w sposob podobny jak jest

obecnie stosowany w testach laboratoryjnych i osigganie w obliczeniach poziomu duzego
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zbioru danych. Szczegdlnym osiagnigciem moich badan byto zapewnienie pewnego standardu
powtarzalno$ci niezbednego w ogodlnie dostepnych aplikacjach internetowych, a z zatozenia
trudnego do zrealizowania w przypadku metod heurystycznych stanowigcych istotng czesé
metod obliczeniowych. Uwazam, ze przeprowadzone przeze mnie badania nad strukturami i
mechanizmem dziatania biatek transbtonowych byly niezbedne do doktadnego zrozumienia
przyczyn ich réznorodnosci ewolucyjnej. W moich badaniach w wigkszosci przyjetam role
obserwatora wzgledem badanych obiektow, mimo trwajacych juz badan np. nad

ukierunkowang ewolucja receptorow GPCR w celu modyfikacji ich funkcji [95].
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5. Omodwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych.

a) Podsumowanie dorobku naukowego

Liczba publikacji 19

Sumaryczny impact factor wg listy Journal Citation Reports zgodnie z rokiem| 81.443
opublikowania

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science: 659
(na dzien 08.04.2019)
Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science: 621

(bez autocytowan, na dzien 08.04.2019)

Indeks Hirscha uwzgledniajacy 19 publikacji wg bazy Web of Science: 11
(na dzien 08.04.2019)

W dotychczasowych badaniach, poza tymi opisanymi w punkcie 4, zajmowatam si¢
modelowaniem struktur biatek transblonowych 1 ich kompleksow ze zwigzkami
matoczasteczkowymi i peptydami, co opisatam w publikacjach [B1-4] oraz [B6] i [BS8].
Publikacje opracowane w okresie studiow doktoranckich [B7-9] i krotko po nich [B5],
poswigcone tylko biatkom globularnym stanowity dla mnie podstawe metodologiczng do
p6zniejszych badan nad biatkami blonowymi.

Glowne osiggniecie naukowe stanowigce podstawe mojej pracy doktorskiej, dotyczyto
stworzenia algorytmu do przewidywania struktur duzych (powyzej 150 aminokwasow) bialek
globularnych przy wykorzystaniu fragmentarycznych danych pochodzacych z eksperymentu
NMR, opisane przeze mnie w publikacji [BS] oraz [B8-9]. Ponadto, opracowatam algorytm
wykorzystania w modelowaniu struktur biatek globularnych informacji ewolucyjnej w postaci
dalekozasiggowych kontaktow miedzy resztami aminokwasowymi, ktéry opisalam w
publikacji [B7].

Najwazniejszym osiggnigciem po okresie studiow doktoranckich, poza opisanymi w
punkcie 4 niniejszego autoreferatu, uwazam badania nad receptorami serotoninowymi i
receptorem SMO w 2013 r. oraz nad receptorem dopaminowym D3 i chemokinowym CXCR4
w 2010 r., ktore zostaly opisane w publikacjach [B1] i [B6]. Osiagniecie to dotyczyto
opracowania modelu oddziatywan wyzej wymienionych receptorow z matoczasteczkowymi
ligandami: ergotaming (5-HTis oraz 5-HT2g), SANT-1 oraz LY-2940680 (SMO), eticlopride
(D3) oraz pochodng izotiomocznika ITIt oraz cyklicznym analogiem peptydu CVXI5
(CXCR4). Powyzsze badania obejmowaly badania filogenetyczne receptorow i ich

homologéw, modelowanie struktury receptoréw i ich kompleksow z ligandami, wyznaczenia
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konformacji ligandow w stanie wolnym i w kompleksie z receptorem. Badania oddziatywan
obu receptorow serotoninowych z ergotaming pozwolity na okreslenie molekularnych podstaw
ich r6znego profilu selektywnosci funkcjonalnej [B1]. Powyzej opisane badania pozwolity mi
na osiaggniecie sukcesu w ogolnoswiatowym konkursie GPCR Dock 2013 [B1] (1 miejsce
naszej grupy wsrod 44 grup badawczych z calego $wiata) oraz zajecie czotowego miejsca we
wczesniejszym konkursie GPCR Dock 2010 [B6] (6 miejsce wsrod 34 grup badawczych). Oba
konkursy polegaty na wyznaczeniu struktury wybranych receptoréw GPCR z klasy A oraz F
oraz sposobu wigzania przez nie matoczasteczkowych ligandéw bez jakiejkolwiek
wczesniejszej informacji z badan krystalograficznych lub mikroskopowych, a zatem
wykorzystujac tylko sekwencj¢ aminokwasowa receptora i wzor chemiczny ligandu.
Wymienione konkursy, podobnie jak organizowane od wielu lat: CASP (wyznaczanie struktur
r6znych rodzin biatek, gtownie globularnych) lub CAPRI (wyznaczanie struktur kompleksow
biatko-biatko), bezstronnie oceniajg trafno$¢ metod obliczeniowych stosowanych przez rézne
grupy badawcze. Oba konkursy GPCR Dock 2010 i GPCR Dock 2013, przeprowadzone na
poczatku 1 w koncowym etapie mojej pracy badawczej na temat modelowania receptoréw
GPCR (uwienczonej implementacja w postaci 2 aplikacji internetowych) podsumowuja rozwoj
moich metod obliczeniowych opisanych w niniejszym autoreferacie.

Pozostate osiggnigcia, opisane w publikacjach mojego wspotautorstwa [B2] 1 [B4]
dotyczg okreslenia mechanizméw aktywacji wybranych receptorow GPCR z klasy A: receptora
formylowego (FPR1) oraz lipidowego (S1P1). W przypadku FPR1 [B4] opisano mechanizm
taczacy mikroprzetacznik dzwigniowy (patrz Tab. 1), a w przypadku SIP1 [B2]
mikroprzetacznik transmisji z przekierowaniem ruchu molekut wody posredniczacych w
wigzaniach wodorowych wewnatrz receptora.

Ostatnie, cho¢ niezwykle wazne dla mnie osiggnigcie opisuje publikacja [B3]. Razem z
moja wezesniejszg publikacja [BS] opisuje ona badania biatek globularnych metoda rezonansu
magnetycznego przy wykorzystaniu metod obliczeniowych. W obu przypadkach byly to
metody modelowanie de novo, a wiec niekorzystajace z szablonéw strukturalnych z bazy PDB.
Zatem, obie prace stanowig uzupeknienie mojego warsztatu badawczego o inne, nieopisane w
punkcie 4, metody obliczeniowe. Opublikowana w Journal of American Chemical Society
publikacja [B3], zrealizowana podczas mojego krotkiego (5-miesigcznego) stazu
podoktorskiego w EMBL Heidelberg opisuje zastosowanie danych NMR w wyznaczaniu
sposobu wigzania liganda do biatka (INPHARMA). M¢j udziat w badaniach polegal na
stworzeniu prototypu algorytmu do przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej kompleksu

ligand-biatko, ktory stanowil gtéwny modul do analizy danych w metodzie INPHARMA.
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Metoda ta umozliwia wyznaczenie metodami NMR sposobu wigzania liganda bez koniecznosci

rozwigzywania struktury catej jednostki biatkowe;.

b) Publikacje stanowiace dorobek naukowy (poza cyklem publikacji wymienionych

punkcie 4), opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports)

- po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk chemicznych

Lp.

Autor/autorzy, tytul publikacji, rok wydania, czasopismo, tom,

strony

Impact
Factor'

Liczba
cytowan’

Bl

Kufareva I, Katritch V, Participants of GPCR Dock 2013,
Stevens RCS*, Abagyan R* (2014) Advances in GPCR Modeling
Evaluated by the GPCR Dock 2013 Assessment: Meeting New
Challenges.

Structure, 22(8), 1120 — 1139

5.618

92

B2

Yuan S*, Wu R, Latek D, Trzaskowski B, Filipek S* (2013) Lipid
Receptor S1P1 Activation Scheme Concluded from Microsecond

All-Atom Molecular Dynamics Simulations.
PLOS Comput Biol, 9(10), €1003261

4.829

17

B3

Codutti L, Skjaerven L, Angelini A, Grimaldi M, Latek D,
Monecke P, Dreyer M & Carlomagno T* (2013) Accounting for
conformational variability in protein-ligand docking with NMR-
guided rescoring.

J Am Chem Soc, 135(15), 5819-27

11.444

17

B4

Yuan S, Ghoshdastider U, Trzaskowski B, Latek D, Debinski A,
Pulawski W, Wu R, Gerke V & Filipek S* (2012) The role of water
in activation mechanism of human N-formyl peptide receptor 1

(FPR1) based on molecular dynamics simulations.
PLOS ONE, 7, e47114

3.730

15

B5

Latek D* & Kolinski A (2011) CABS-NMR--De novo tool for
rapid global fold determination from chemical shifts, residual

dipolar couplings and sparse methyl-methyl NOEs.
J Comput Chem, 32, 536-544

4.583

B6

Kufareva I, Rueda M, Katritch V, GPCR Dock 2010
participants, Stevens RCS*, Abagyan R* (2011) Status of GPCR
Modeling and Docking as Reflected by Community-wide GPCR
Dock 2010 Assessment.

Structure, 19, 1108-1126

6.347

195

* - autor korespondencyjny

Izgodnie z rokiem publikacji

2wg Web of Science z dnia 08.04.2019
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- przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk chemicznych

Lp. Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa Impact Liczba
. . . Factor' |cytowan’
wydawnictwa, recenzenci wydawniczy
B7 |Latek D* & Kolinski A (2008) Contact prediction in protein|  2.000 10
modeling: scoring, folding and refinement of coarse-grained
models.
BMC Struct Biol, 8, 36
B8 |Latek D*, Ekonomiuk D & Kolinski A (2007) Protein| 4.297 20
structure prediction: combining de novo modeling with sparse
experimental data.
J Comput Chem, 28, 1668-1676
B9 | Plewczynska D & Kolinski A* (2005) Protein Folding with a 1.544 8

Reduced Model and Inaccurate Short-Range Restraints.
Macromol Theory Sim, 14, 444-451

* - autor korespondencyjny

Izgodnie z rokiem publikacji

2wg Web of Science z dnia 08.04.2019
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