Zatgcznik 3a - Autoreferat (PL) Rafat Slusarz

I.

II.

I11.

b PODPIS ZAUFANY

RAFAL

AUTOREFERAT $LUSARZ

31.03.2028 22:30:18 [GMT+2]
Dokument podpisany elektronicznie
podpisem zaufanym

IMIE I NAZWISKO

Rafat Slusarz

POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE LUB ARTYSTYCZNE
— Z PODANIEM PODMIOTU NADAJACEGO STOPIEN, ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIE]

doktor nauk chemicznych w zakresie chemii,

— Wydzial Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, 2004 r.,

— rozprawa pt.: Symulowanie dynamikq molekularnq blokowania i aktywacji
receptorow sprzezonych z biatkiem G

magister chemii,

— Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, 1999 r.

INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH
LUB ARTYSTYCZNYCH

01.04.2001 — 31.08.2003, starszy technik, Wydziat Chemii UG

01.09.2003 — 31.08.2004, asystent I rok, Wydzial Chemii UG

01.09.2004 — 31.10.2006, administrator lokalnej sieci komputerowej, W. Chemii UG
01.11.2006 — obecnie, adiunkt, Wydziat Chemii UG

Opis przebiegu mojej kariery zawodowej zawartem w punkcie VII. niniejszego

Autoreferatu, ponizej.

1/46



Zatqcznik 3a - Autoreferat (PL) Rafat Slusarz

v

. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2 USTAWY

Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM I NAUCE (Dz. U.
72021 R. POZ. 478 Z. POZN. ZM.)

PRACE STANOWIACE CYKL POWIAZANYCH TEMATYCZNIE ARTYKULOW NAUKOWYCH,

ZGODNIE Z ART. 219 UST. 1. PKT. 2B USTAWY

HO1

HO02

HO03:

HO04:

HO5:

HO6:

HO07:

HO8:

HO09:

H10:

H11:

- Slusarz, M. J., Sikorska, E., Slusarz, R., Ciarkowski, J., Molecular Docking-Based Study of Vasopressin
Analogues Modified at Positions 2 and 3 with N-Methylphenylalanine: Influence on Receptor-Bound
Conformations and Interactions with Vasopressin and Oxytocin Receptors, J. Med. Chem. 49 (2006)
2463-2469

: Slusarz, M. J., Slusarz, R., Ciarkowski, J., Molecular dynamics simulation of human neurohypophyseal

hormone receptors complexed with oxytocin—modeling of an activated state, J. Pept. Sci. 12 (2006) 171-
179

Slusarz, M. J., Gieldof, A., Slusarz, R., Ciarkowski, J., Analysis of interactions responsible for
vasopressin binding to human neurohypophyseal hormone receptors—molecular dynamics study of the
activated receptor—vasopressin—Go. systems, J. Pept. Sci. 12 (2006) 180-189

Slusarz, M. J., Slusarz, R., Ciarkowski, J., Investigation of mechanism of desmopressin binding in
vasopressin V2 receptor versus vasopressin Via and oxytocin receptors: Molecular dynamics simulation
of the agonist-bound state in the membrane—aqueous system, Biopolymers 81 (2006) 321-338

Slusarz, R., Sikorska, E., Slusarz, M. J., Theoretical Study on Interactions of Bicyclic Vasopressin

Analogues with Human Neurohypophyseal Hormone Receptors, QSAR Comb. Sci. 27 (2008) 834—840

Slusarz, R., Slusarz, M. J., An Influence of the Aromatic Side Chains Conformations in Positions 2 and 3

of Vasopressin Analogs on Interactions with Vasopressin and Oxytocin Receptors, QSAR Comb. Sci. 28
(2009) 1166-1175

Slusarz, M.J., Slusarz, R., Ciarkowski, J., Molecular dynamics study of the internal water molecules in
vasopressin and oxytocin receptors, Prot. Pept. Lett., 16 (2009), 342-350

Slusarz, R., Slusarz, M. J., Samaszko, J., Madaj, J., Conformational changes of peptidoglycan fragments
during their interactions with vancomycin, Cent. Eur. J. Chem. 9 (2011) 422431

Slusarz, R., Szule, M., Madaj, J., Molecular modeling of Gram-positive bacteria peptidoglycan layer,
selected glycopeptide antibiotics and vancomycin derivatives modified with sugar moieties, Carbohydr.
Res. 389 (2014) 154-164

Slusarz, R., Samaszko-Fiertek, J., Dmochowska, B., Madaj, J., Molecular dynamics study on the influence
of C-terminal sugar substitution on dynamics and conformation of vancomycin derivatives, J. Carbohydr.
Chem. 36 (2017) 45-58

Dmochowska, B., Pellowska-Januszek, L., Samaszko-Fiertek, J., Slusarz, R., Wakiec, R., Madaj, J.,
Efficient synthesis and antifungal investigation of nucleosides’ quaternary ammonium salt derivatives,

Turk. J. Chem. 43 (2019) 157-171

2/46



Zatqcznik 3a - Autoreferat (PL) Rafat Slusarz

H12: Dmochowska, B., Slusarz, R., Chojnacki, J., Samaszko-Fiertek, J., Madaj, J., The Quaternization Reaction
of 5-O-Sulfonates of Methyl 2,3-o-Isopropylidene-f-D-Ribofuranoside with Selected Heterocyclic and
Aliphatic Amines, Molecules 25 (2020) 2161

H13: Slusarz, R., Dmochowska, B., Samaszko-Fiertek, J., Brzozowski, K., Madaj, J., NMR and MD Analysis of
the Bonding Interaction of Vancomycin with Muramyl Pentapeptide, Int. J. Mol. Sci. 23 (2022) 1146

H14: Slusarz, R., Lubecka, E.A., Czaplewski, C., Liwo, A., Improvements and new functionalities of UNRES
server for coarse-grained modeling of protein structure, dynamics, and interactions, Front. Mol. Biosci. 9

(2022) 1071428

Zastosowanie nowych metod modelowania maloczasteczkowych ligandow

i ocena ich aktywnosci w ukladach biologicznych

INFORMACIJE WSTEPNE

Oddzialywania migdzyczasteczkowe w ukladach biologicznych sa kluczowe dla
funkcjonowania kazdej zywej komorki. Umozliwiaja tworzenie ztozonych ukladow
czasteczek, zapewniaja trwato§¢ uktadow biologicznych, a z drugiej strony umozliwiaja ich
dynamiczne dostosowywanie si¢ do otoczenia. Modyfikacja struktury dowolnej biomolekuty
prowadzi do zmiany jej wlasciwosci fizykochemicznych i w konsekwencji do zmiany jej
aktywnosci biologicznej [1]. Mozliwe jest zatem zaprojektowanie lub zmodyfikowanie
struktury czasteczki, lub catego ukltadu oddziatujacych molekut w taki sposéb, aby uzyskac
pozadany efekt biologiczny [2].

Chcac przewidzie¢ lub odtwarzajac oddzialywania wystgpujace w uktadach
biologicznych, mozemy zastosowa¢ symulacje ich zachowania na jednym z trzech
podstawowych pozioméw teorii. Jezeli modelowany uklad jest relatywnie maty (sktada si¢
zkilku lub kilkunastu atomoéw), to do symulowania jego zachowan mozemy uzy¢
bezposrednio metod kwantowo-mechanicznych, symulujac zachowanie catego uktadu (H11-
12) lub mozemy symulowa¢ zaledwie jego czg$s¢ (na przyktad w celu jego
sparametryzowania, np. w pracach H01-10 i H13). W przypadku uktadow nieco wigkszych,
liczacych powyzej kilkunastu lub kilkudziesigciu atoméw, z powodzeniem mozna uzy¢ metod
potempirycznych i symulowa¢ z ich uzyciem zachowanie struktur II-rzgdowych (jak na
przyktad we wszystkich pracach cyklu poza H12 1 H14). W skrajnym przypadku, kiedy
chcemy zbada¢ zachowanie dynamiczne lub oddzialtywania wigkszych struktur (liczacych
powyzej kilkuset reszt aminokwasowych), zwtaszcza w wigkszych skalach czasowych (rz¢du
milisekund), mozemy zastosowacé podejscie jeszcze dalej idace i potraktowac czesci tych

struktur jako odrgbne jednostki, usrednione fragmenty. Modelowanie takich wtasnie jednostek
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badz fragmentéw bedzie o wiele bardziej wydajne pod wzgledem czasu symulacji, jak
i tatwosci analizy, ale wyniki beda si¢ odnosity do calych fragmentéow (tancuchéw lub
wyodregbnionych grup), nie za§ do pojedynczych atomow je tworzacych. Podejsécie tego typu
pozbawia nas mozliwosci wskazania konkretnych atomow (lub grup funkcyjnych)
odpowiadajacych za konkretne oddziatywania (co jest definicja tego poziomu teorii, mowa
bowiem o podejsciu 1 o polach gruboziarnistych). Z tego powodu nie korzystalem z tego typu
pol, a jedynie wykorzystatem ich zalozenia w ujgciu pelnoatomowym (HO09-11, H14).
Nalezaloby tu wspomnie¢ o jeszcze jednym, najnizej rozdzielczym modelu
(1 odpowiadajacych mu polach sif), a mianowicie o modelu ciagltym, ktory znajduje
zastosowanie w ukladach o praktycznie dowolnej wielkosci. Korzystatem z niego podczas
badan realizowanych podczas przygotowywania H06 i H11 — wylacznie do symulowania
obecnosci rozpuszczalnika (konkretnie: wody) i tylko dlatego, ze celem tych akurat symulacji
nie bylo badanie oddziatywan z udzialem $rodowiska.

Takie wieloskalowe podejscie umozliwia uzyskanie wynikdbw na najwyzszym
mozliwym poziomie doktadno$ci z jednoczesnym umozliwieniem zbadania wzajemnego
oddzialywania zaré6wno matoczasteczkowych ligandow (opisywanych przeze mnie we
wszystkich pracach cyklu), jak 1 wielkich, zlozonych czasteczek lub ukladow czasteczek,
w relatywnie duzych skalach czasowych oraz z wyjsciem z bezpiecznej metodologicznie
strefy oceny zmian lokalnych.

Cykl publikacji stanowiacy moje osiagnigcie naukowe prezentuje zatozenia, metody
1wnioski  wynikajace z  modelowania  oddzialywan  wystepujacych  pomigdzy
matoczasteczkowymi ligandami a czasteczkami chemicznymi o réznej wielkosci. Ligandy te
wystepuja jako zwiazki endogenne w organizmach zywych (H02-03, H07-10, H13), lub sa
substancjami egzogennymi, ktorych struktury zostaty zmodyfikowane, dzigki czemu sa lub
moga by¢ stosowane jako leki (HO1, H04-06, H09-10) lub jako czynniki zwalczajace
patogenne mikroorganizmy (H11-12).

Pierwsza cze$¢ cyklu prac stanowiacego moje osiagnigcie habilitacyjne (H01-07),
opisuje badania zwiazane z hormonami podwzgorza — argininowa wazopresyna (hormonem
antydiuretycznym) oraz oksytocyna (neuroprzekaznikiem powiazanym z akcja porodowa,
laktacja 1 zachowaniami spotecznymi). Ich oddziatywanie z wlasciwymi receptorami bylo
takze porownane do oddzialywan ligandéw zmodyfikowanych — czg$¢ ich struktury (np.
pojedyncze reszty aminokwasowe) byly zastgpowane innymi. W omawianych pracach czgsé¢
prezentowanych modyfikacji struktury tych dwoch hormonow zostata zastosowana juz na
etapie syntezy tych zwiazkéw i1 miata na celu zwigkszenie ich aktywnos$ci lub wymuszenie

selektywno$ci w ich dzialaniu. W swoich badaniach skupilem si¢ na tym, jak owe
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modyfikacje wpltywaja na oddzialywanie z receptorem, czy modyfikacje sa korzystne
1 wywotuja zamierzone efekty biologiczne, oraz jakie jeszcze inne modyfikacje struktury
czasteczki przyczynilyby si¢ do otrzymania czasteczek o pozadanej aktywnosci.

Druga czg$¢ cyklu (H08-10, H13) sa to prace dotyczace wankomycyny, antybiotyku
glikoproteinowego naturalnego pochodzenia. Oddziatywanie wankomycyny z naturalnym
(lub o zmutowanej sekwencji aminokwasowej) fragmentem peptydoglikanu $ciany
komorkowej bakterii Gram-dodatnich decyduje o poprawnym rozpoznawaniu i blokowaniu
syntezy peptydoglikanu warunkujac bakteriostatyczne dziatanie tego antybiotyku. Modelujac
oddzialywania wankomycyny z peptydoglikanem, skupilem si¢ zaro6wno na samym
mechanizmie tego wiazania, jak 1 na mozliwosciach wykorzystania innych grup funkcyjnych,
aby doprowadzi¢ do wzmocnienia lub uzupetnienia wyrugowanych oddzialywan. Opisalem
i zaproponowalem takie modyfikacje struktury wankomycyny, ktére zgodnie z wynikami
przeprowadzonych przeze mnie badan, prowadza lub moga prowadzi¢ do przetamania
opornos$ci wypracowanej ewolucyjnie przez bakterie niewrazliwe na wankomycyneg.
Wigkszo$¢ przedstawianych tu zmian strukturalnych stanowia moje wlasne propozycje — ich
potencjalna skutecznos$¢ jest omawiana w opisywanych pracach. Praca H09 zawiera takze
opis modelowania dwoch modeli $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich oraz opis
symulacji MD 1 preferowanych konformacji trzech antybiotykow glikoproteinowych:
wankomycyny, telawancyny i oritawancyny.

W przypadku prac H11 i H12 przedmiotem moich badan byly czwartorzgdowe sole
amoniowe, pochodne nukleozydow o potencjalnym dzialaniu przeciwgrzybiczym, za$§ praca
H14 scala moje doswiadczenia zdobyte podczas wykonywanego wcze$niej modelowania
rozumianego jako samodzielne przygotowywanie modelowanych struktur oraz prowadzenie
symulacji z wykorzystaniem réznorodnych narzgdzi — gotowych, jak i1 przygotowanych
samodzielnie na potrzeby konkretnych zadan lub wykorzystywanych w powtarzaniu
opracowanych samodzielnie algorytmow postepowania.

Przedstawiony tu cykl prac opisuje spojny zestaw rozwigzan technicznych,
metodologicznych i merytorycznych wykorzystujacych modelowanie molekularne do badania
oddziatywan 1 zmiennosci konformacyjne; matoczasteczkowych ligandow wystepujacych
w uktadach biologicznych o okreslonych wlasciwosciach. Wskazuje w nim, jak mozna
zastosowa¢ lub zmodyfikowaé znane narze¢dzia i metody, aby w nowatorski sposéb zbadac

1 ceni¢ oddzialywania wystgpujace w uktadach biomolekut.
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OMOWIENIE OSIAGNIECIA

Dysponujac ugruntowanym warsztatem pracy oraz wiedza i danymi z zakresu aktywacji
receptorow z rodziny GPCR [3-4], moim pierwszym i podstawowym zadaniem, ktore
z biegiem czasu doprowadzito do wyodrgbnienia niniejszego osiagnigcia naukowego, byto
przygotowanie pelnoatomowych modeli receptoréw hormondéw neuroprzysadkowych:
wazopresyny (receptorow ViR 1 V:R) oraz oksytocyny (OTR), opierajac ich konstrukcje
o receptor rodopsyny wolowej w formie nieaktywnej [5]. Zadanie to zostalo zrealizowane
w ramach dziatan prowadzacych do opublikowania pracy HO1. Celem tej pracy byto
okreslenie wplywu modyfikacji wprowadzonych w argininowej wazopresynie (AVP:
CYFQNCPRG) polegajacych na podstawieniu 2.13. reszty w sekwencji N-
metylofenyloalaning w konfiguracjach D i/lub L oraz okre$lenie, jak takie podstawienia
wplywaja przede wszystkim na konformacje samego hormonu, ale takze na rodzaj i jakos¢
wiazania tego typu analogow AVP do oddzialujacych z nimi receptorow oraz czy mozliwe
jest uzyskanie zmian konformacyjnych receptorow sugerujacych przyjmowanie przez nie
form aktywnych.

Moj wkiad w powstanie tej pracy obejmowal takze pelna parametryzacje wszystkich
niestandardowych, z punktu widzenia baz danych pakietu Amber [6], reszt aminokwasowych,
czyli przede wszystkim N-metylofenyloalanin o konfiguracjach D i L. Parametryzacja ta
obejmowatla przygotowanie pelnej geometrii nowych reszt aminokwasowych, czyli ustalenie
dtugosci wiazan pomiedzy poszczegdlnymi atomami, wartosci katow walencyjnych
i torsyjnych oraz warto$ci tadunkow punktowych zwiazanych ze wszystkimi atomami
nowoparametryzowanych reszt. Dlugo$ci wigzan oraz typy atoméw wykorzystanych podczas
konstrukcji nowych reszt zostaty dobrane z wykorzystaniem interpolacji ich warto$ci 1 typow
atomow istniejacych juz w bazach pakietu Amber, za§ tadunki zwiazane z poszczegdlnymi
atomami zostaly przeze mnie ustalone z wykorzystaniem programu Gamess [7] oraz
protokotu RESP [8-9]. Komplet parametrow zostal nastgpnie wykorzystany do
skonstruowania trojwymiarowych, petnych modeli analogéw wazopresyny o sekwencjach:
[D-MePhe**]AVP, [D-MePhe?,MePhe’]AVP, [MePhe?,D-MePhe*]AVP oraz [MePhe**]AVP,
w konformacjach zgodnych z dostarczonymi przez wspotautoréw HO1 eksperymentalnymi
danymi strukturalnymi (byly to dane pozyskane metodami spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego dla struktur, ktérych synteza zostata opisana wczesniej [10]).

Przygotowane w ten sposob analogi AVP zostaty poddane dokowaniu molekularnemu
w kieszeniach przygotowanych receptorow (kazdy analog w kazdym receptorze)

z wykorzystaniem oprogramowania AutoDock z uzyciem algorytmu genetycznego [11-12],
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ktory w przeciwienstwie do wykorzystywanych wczesniej w naszym zespole [13]
algorytméw statystycznych [14] zapewnit o wiele wigcej poprawnych (zgodnych ze stanem
wiedzy) oraz korzystnych energetycznie wynikow dokowania. Moim wkladem
w przygotowanie tej czeSci badan opisanych poézniej w HO1 bylo zaplanowanie
1 przygotowanie protokolu wizualizacji potozenia analogéw AVP w kieszeniach receptorow
oraz natozenie na siebie zadokowanych struktur w celu porownania ich konformacji przed
1 po dokowaniu. Wykorzystatem do tego przygotowany przez siebie zestaw skryptow powtoki
generujacych pliki wejsciowe do wigkszosci popularnych programéw wizualizacyjnych (jak
wykorzystywany do przygotowania tej pracy Sybyl [15], czy uniwersalne narze¢dzie
pomocnicze RasMol [16]).

Po dokowaniu analogéw AVP do wiazacych je receptorow, optymalizacji geometrii
komplekséw, minimalizacji ich energii oraz arbitralnym wyborze najkorzystniejszych
energetycznie kompleksow, zostalo wykonane sterowane wyzarzanie ze schtadzaniem (CSA)

[17—19] wybranych kompleksow, opis oraz doglebna dyskusja uzyskanych wynikow.

Logiczna konsekwencja przeprowadzonych w HO1 badah bylo zastosowanie szablonu
konstrukcji receptorow Vi.R, V2R oraz OTR opartych na aktywnej formie rodopsyny wotowe;j
[4]. Modelowanie molekularne prowadzace do uzyskania aktywnej formy rodopsyny (RD)
byto czgscia mojej rozprawy doktorskiej. Posiadany model jej aktywnej formy stanowit
doskonala baz¢ do konstrukcji dowolnych receptorow hormonéw neuroprzysadkowych ze
wzgledu na ich wysoka homologie sekwencyjna, zwlaszcza w helikalnych odcinkach
btonowych [20-26]. Dzigki temu zostaly przygotowane dwie kolejne prace wchodzace
w skfad mojego osiagnigcia naukowego: H02 1 HO3.

W celu przygotowania modeli aktywnych form receptorow Vi,R, V,R i OTR,
natozylem ich sekwencje na szablon aktywnej formy RD. W tej cze$ci prac poréwnatem
konformacje skonstruowanych receptorow hormondéw neuroprzysadkowych przed i po
przygotowaniu ich form aktywnych (Rysunek 1).

Do modelowanych uktadéw (w obydwu pracach: H02 i H03) zostaly tez przeze mnie
wprowadzone dwa dodatkowe elementy: podjednostka o biatka G (G,) oraz uwodniona
dwuwarstwa lipidowa (model POPC), opisana nizej.

Aktywacja receptoréw nalezacych do rodziny GPCR (receptorow wiazacych biatka G)
z definicji przebiega z wiazaniem tychze biatek do receptorow od strony komorkowej. Po
uzyskaniu formy aktywnej dowolnego receptora tej rodziny, podczas jego wykorzystania
w symulacjach, nalezy zadba¢ o utrzymanie tejze formy poprzez zapewnienie wigzania

z cho¢by minimalnym reprezentantem tego trimerycznego biatka. Zdecydowatem si¢ na
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Rysunek 1: Stereodiagramy aktywowanego modelu OTR (purpurowy) natoZzone na strukture
nieaktywnego OTR (zielony). Panel A - widok z boku, réwnolegle do btony komdrkowej;
panel B - widok od strony cytozolowej. Segment C-korcowy podjednostki Gta jest
przedstawiony jako wstega. Zrédto: HO2, Figure 2.

uzycie wytacznie C-koncowych peptydéw samej jednostki G,, poniewaz wiadome bylo, ze
tak maty fragment biatka G w zupetnos$ci wystarczy do utrzymania calego receptora w formie
aktywnej [27-28]. Peptydy, o ktérych mowa, sa C-koncowymi fragmentami Gs,(382-394)
dla V,R oraz Gq/11,347-359) dla Vi,R i OTR. Fragmenty te zostaly przeze mnie
zadokowane w miejscu 1 wedlug wytycznych pochodzacych z danych literaturowych [29-30],
oraz uzyskanych wcze$niej wynikdw modelowania podobnych uktadow [31].

W badaniach opisanych w pracy H02, jak 1 H03, przygotowalem pelnoatomowe modele
naturalnych ligandéw wiazanych przez modelowane receptory. Byta to oksytocyna (OT:
CYIQNCPLG, wykorzystana w pracy H02) oraz AVP (w przypadku pracy H03). Sa to
ligandy endogenne, wigzane w organizmach zywych przez modelowane receptory. Celem
tych prac bylo nie tylko badanie wiazania samych hormonow, lecz takze zmian
konformacyjnych aktywnych form V,,R, V,R i OTR po zwiazaniu ich z naturalnymi
ligandami. AVP 1 OT zbudowane sa ze standardowych reszt aminokwasowych, ktére sa
obecne w bazach programoéw obliczeniowych, natomiast wystepujacy w nich mostek

disiarczkowy wymagat parametryzacji przed modelowaniem. Parametryzacj¢ wykonatem
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w ramach prac wstgpnych.

Przygotowane ligandy zostaly zadokowane w wiazacych je receptorach, poddane
optymalizacji geometrii i CSA, a nastgpnie, na podstawie kryteriow energetycznych, zostato
wyselekcjonowanych dwanascie komplekséw receptor-ligand (po dwa kompleksy OT
w receptorach Vi,R, Vo:R 1 OTR w HO02 oraz po dwa kompleksy AVP w receptorach VR,
V>R 1 OTR w HO03). Kompleksy te zostaly nastepnie zanurzone w uwodnionej dwuwarstwie
lipidowej i poddane dynamice molekularnej (MD). To wilasnie podejscie stanowi novum
1 rozwinig¢cie metodologii stosowanej w badaniach prowadzacych do HO1.

Dodanie do ukladu symulacyjnego warstwy lipidowej, skonstruowanej
z powtarzajacych si¢ 120-tu czasteczek 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny
(POPC) utozonych w dwodch warstwach [32-33] pozwolilo na stopniowe, acz pelne
uwolnienie wigzoéw pozycyjnych natozonych na pozycje atoméw C, reszt aminokwasowych
receptorow. Dwuwarstwa lipidowa zostata otoczona czasteczkami wody (model symulacyjny
TIP3P [34]), za$ cate periodyczne pudta symulacyjne, zostaly zbilansowane elektrycznie
z uzyciem przeciwjonow (aniondw chlorkowych).

Po przeprowadzonej w warunkach stalego cis$nienia i temperatury symulacji MD oraz
po wyborze korzystniejszych energetycznie kompleksow (sposrod odpowiadajacych sobie par
kompleksow) zostata przeprowadzona petna analiza oddzialywan pomigdzy ligandami
areceptorami w badanych kompleksach. W tej czg$ci realizacji prac przeprowadzitlem
dodatkowo pelna analiz¢ i dyskusje¢ zmian konformacyjnych receptoréw podczas symulacji

MD (zostata ona przeze mnie zaprezentowana np. na wykresie Rysunek 2.

RMSd (A)

0.6 A ' A '’ s A A e i J
0 61 02 03 04 05 06 07 08 09 1

MD progress (ns)

Rysunek 2: Reprezentacja zmian RMSd obserwowanych podczas symulacji MD.
Zrddto: HO3, Figure 3.
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V2R V1aR OTR Reference
AVP(IU/mg) 465 412 17 28
OT(IU/mg) 5 5 450 28
dAVP(IU/mg) 1745 + 385 346 = 13 — 114
DAVP(IU/mg) 253+ 44 1.1 = 0.04 — 114
dDAVP(IU/mg) 1200 £ 126 039 £ 0.2 — 31

Tabela 1: Aktywnos¢ biologiczna AVP, OT, dAVP, DAVP i dDAVP w stosunku do odpowiednich receptorow.
Zrédto: HO4, Table .

Whnioski wynikajace z identyfikacji konkretnych reszt aminokwasowych tworzacych
kieszen wiazaca receptorow hormonow neuroprzysadkowych oraz czgsciowo wspoOtpraca
naukowa z Ferring Research Institute, San Diego, USA, posiadajacym Owczes$nie patent na
desmopresyn¢ (dDAVP: [I-deamino, 8-D]AVP), zaowocowaly badaniami opracowanymi
w HO04. W ramach tych wilasnie badan przestudiowatem mechanizm wiazania dDAVP z V,R
w poréwnaniu z wigzaniem z V. R 1 OTR, przy czym bardzo istotne okazaly si¢ wyniki
zebrane wczesniej w HO02, zwlaszcza te opisujace najsilniej konserwatywne reszty
zidentyfikowane w receptorze V,R.

Desmopresyna jest bardzo silnym i selektywnym agonista V,R (Tabela 1). Ligand ten
stanowil doskonate narzedzie identyfikacji reszt aminokwasowych receptorow, ktore sa lub
moga by¢ zaangazowane w oddzialtywania z endogennymi lub egzogennymi agonistami lub
antagonistami.

W przygotowaniu uktadéw symulacyjnych uzylem standardowo wykorzystywanych
przeze mnie wczesnie] procedur parametryzacji, za$ jako szablonu do przestrzennej
konstrukcji dDAVP uzytem struktury kwasu presynowego [35]. Receptory zostaty
przygotowane w sposob analogiczny do opisywanego w H02 i HO3 z zastosowaniem tych
samych reprezentantow podjednostek a biatek G (Gs, dla V;R oraz Gq/11, dla V,R i OTR).

Po przygotowaniu przeze mnie pelnoatomowych modeli dDAVP oraz V,.R, VR 1 OTR
wraz z odpowiednimi  podjednostkami G,  zoptymalizowaniu ich  geometrii
1 zminimalizowaniu energii, ligand zostal wielokrotnie zadokowany do receptoréw, uzyskane
kompleksy zostaly poddane procedurze CSA, a nastgpnie, sposrdd wszystkich kompleksow,
zostaly wybrane po dwa najkorzystniejsze energetycznie. Wybrane kompleksy zostaty
umieszczone w uwodnionej dwuwarstwie lipidowej (model POPC), zbilansowane
przeciwjonami do neutralizacji fadunku elektrycznego i poddane symulacji MD w warunkach
statej temperatury i ci$nienia. Spos$rod par kompleksow receptor—ligand zostaly wybrane po
jednym 1 poddane analizie oddzialywan oraz analizie zmian konformacyjnych receptorow.

W przypadku kompleksow z V,R niestety w zadnym z dwoch symulowanych uktadow nie
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udato  si¢  uzyska¢  oczekiwanego
oddziatywania z reszta D103 receptora
ktora, wg badan eksperymentalnych, jest
kluczowa dla wiazania dDAVP [36]
mimo ze pochodzi z petli
(zewnatrzkomoérkowej), a nie z domeny
przezbtonowej  (helikalnego  obszaru

btonowego receptora). Z tego wlasnie

powodu, polozenie liganda zostato
c , recznie zmodyfikowane poprzez
: { przesunigcie go osiowo w kierunku petli
zewnatrzkomoérkowych tak, aby znalazt
si¢ w okolicach pierwszej pethi
zewnatrzkomorkowej. Kompleks zostat
nastepnie zrelaksowany Z uzyciem
procedury CSA, a nastgpnie zostata

wznowiona symulacja MD na czas 1 ns.

Rysunek 3: Stereodiagramy natozenia dDAVP przed (szary) i Zableg ten w zupelnosm WyStarCZyi’ aby

po (czarny) MD. A) i B) to dwa kompleksy w V2R, C) V1aR, D) uzyska¢ oczekiwany efekt ipoprawnie
OTR. Zrddto: HO4, Figure 3.

odtworzy¢ oznaczone eksperymentalnie
oddzialywanie, a nastepnie umozliwi¢ analiz¢ jego wktadu do puli wszystkich oznaczonych
oddziatywan pomigdzy ligandem a receptorem.

W tej czgsci badan prowadzacych do H04, przeprowadzitem analiz¢ zmian konformacji
dDAVP w trakcie symulacji MD tacznie z pordwnaniem stanéw przed i po dynamice
(Rysunek 3). Przygotowalem takze analize trwato$ci wiazania D-Arg®~D103 (Rysunek 4) oraz
analize potozen czasteczek wody w przebiegu symulacji MD (Rysunek 5).

Przeprowadzono identyfikacj¢ wszystkich utworzonych po symulacji MD 1 koncowych
optymalizacjach oddziatywan dDAVP z receptorami oraz receptoréw z podjednostkami G.
Po raz pierwszy swiadomie i1 celowo zwrdciliSmy takze uwage na potozenia czasteczek wody,
ktore dodane jako warstwa zewngtrzna, po obydwu stronach symulowanej blony
komorkowej, wskutek symulacji MD znajdowaty droge do kieszeni receptorow i czgsto
posredniczyly w wiazaniu podjednostek G, ale takze stabilizowaly polozenia samych helis —
wiazac 1 usztywniajac ich wzgledne odleglosci w czgsci wewnatrzkomorkowej (Rysunek 6).
Zaobserwowalismy tu, ze oddziatywania tworzone z posrednictwem czasteczek wody

bezposrednio wplywaja na przestrzenna organizacje cze¢sci wewnatrzkomorkowych helis
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distance [A]

distance from target position [A]
=

D WMMWM

L] 0.2 0.4 0e 08 1 o 0.2 0.4
MO progress [trs]

MD progress [ns]

Rysunek 4: Zmiany odlegtosci pomiedzy resztami W2.64 i Rysunek 5: Przyktadowa sciezka ucieczki czgsteczki wody

99, zaktécajgcymi mostek solny D-Arg-D103. Zrédto: HO4, z warstwy sollwatacyjnej (odlegtosc  od  miejsca
Figure 6. poczqgtkowego). Zrédto: HO4, Figure 8.

przezblonowych. W konsekwencji wpltywaja takze na utozenie helis w btonie, co z kolei
powoduje dopasowanie ich czgsci zewnatrzkomoérkowych. Ta sekwencja dopasowan wptywa
wiec bezposrednio takze na utozenie przestrzenne petli zewnatrzkomoérkowych. Te wiasnie
wnioski i obserwacje maja ogromne znaczenie dla symulacji GPCR w ogoéle i doskonale

obrazuja poprawnos$¢ przeprowadzonego modelowania, jak i szeroko rozumiana intuicj¢

chemiczna w tym zakresie.

Symulacje kompleksow zbudowanych z wykorzystaniem receptoréw hormondéw
neuroprzysadkowych w formach bez aktywacji

byto naturalna konsekwencja wykorzystania

A f B
P Y.
1 X I‘}\/ doswiadczenia  zdobytego w  badaniach

i ¢

qu — opisanych w H04 i stanowily doskonaly wstep
| ."‘) EdD J..m
yr do pdzniejszej pracy poréwnawczej HO7.

W pracach tych (HO5 iHO06) wykonalem

C T,n,,d y modelowanie zsyntezowanych wczesniej [10,
(;;4\\.2' T / 55;\}.’ 37] wybranych analogéw AVP, w ktoérych

{ 8 &‘m_’zv wprowadzona zostata dodatkowa cyklizacja 4-9
L p ‘/Em (przedstawiona na rysunku Rysunek 7)

1 podstawienia kwasem merkaptopropionowym

D ij) ! o R385 )—‘ » (Mpa), ornityng (Orn), kwasem

diaminomastowym (Dab),
%x k] f \G,Lm diaminopropionowym (Dap) — w HO0S, oraz
Naz1 podstawienia kwasem 2-amino-2-

indanokarboksylowym (Aic), Mpa lub D-Arg —

Ge E392
&

Rysunek 6: Reprezentacja oddziatywania receptor-ligand
za posrednictwem czgsteczek wody. Zrédto: HO4, Figure 9. . .
w przypadku H06. Dodatkowa cyklizacja (H0S)
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SOSA QISR S S&
TR TR,

MH,,
NH

Rysunek 7: Struktura analogéw AVP; panel A: cyklo-(4-9)-[Mpa®, Lys*JAVP (analog 1); panel B: cyklo-(4-9)-[Mpa®, Orn*]JAVP
(analog 2); panel C: cyklo-(4-9)-[Mpa®, Dab*]JAVP (analog 3); panel D: cyklo-(4-9)-[Mpa®, Dap*JAVP (analog 4). Zrédto: HO5,
Figure 1.

lub podstawienie resztami o wielkim, aromatycznym lancuchu bocznym (HO06) stanowity
duze wyzwanie symulacyjne, poniewaz tak znaczace modyfikacje struktury AVP
jednoznacznie determinuja mozliwosci oddziatywania nowych analogdéw ze Scisle przeciez
okreslonymi mozliwo$ciami oddziatywania z odpowiednimi receptorami. Przygotowany
przeze mnie plan pracy musial wigc uwzglednia¢ nie tylko ograniczona zmiennos¢
konformacyjna nowych analogéw AVP, ale takze wystapienie mozliwych niekorzystnych
oddziatywan lub zawad wynikajacych z wprowadzenia do sekwencji AVP reszty Aic
w drugiej, lub trzeciej pozycji.

W procesie badan prowadzacych do HOS 1 H06 zaplanowatem caly proces naukowy
oraz przygotowalem samodzielnie wszystkie modele opisywanych analogéw AVP (4 w H05
oraz 9 w H06), co obejmowalo pelng parametryzacj¢ niestandardowych reszt: Mpa, Orn, Dab,
Dap, Aic (ten: z wykorzystaniem danych strukturalnych z bazy CSDS [38]) oraz D-Arg
(w tym ostatnim przypadku nie trzeba bylo przygotowywac jedynie tadunkow punktowych;
wykorzystalem oryginalne tadunki pochodzace =z argininy o konfiguracji L) oraz
parametryzacj¢ samego mostkowania 4-9 analogdw opisywanych w HO0S5. Wprowadzenie
w HO06 reszty o wielkim, aromatycznym fancuchy bocznym (Aic) w bezposrednim
sasiedztwie innej, aromatycznej reszty aminokwasowej (trzecia w sekwencji: Phe (analogi 1-
6), lub Tyr (analogi 7-9)) musialo bezposrednio wplywa¢ na konformacj¢ catego,
zmodyfikowanego pier§cienia presynowego, stad w pracy tej zostata przeze mnie postawiona

hipoteza o usztywnianiu zgigcia pierscienia wlasnie w tym obszarze. Przygotowatem takze
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pelnoatomowe modele receptorow Vi,R, V,R 1 OTR, przeprowadzilem relaksacje
1 optymalizacje wszystkich czasteczek, ktore pozniej, na drodze wykonanego przeze mnie
dokowania molekularnego zostaly ztozone w kompleksy symulacyjne. W obydwu pracach
dokowania zostaty przeprowadzone wielokrotnie (po 100 razy dla kazdego z czterech
analogow AVP w kazdym z trzech receptoréw w przypadku HOS oraz po 30 razy dla kazdego
z dziewigciu analogow AVP w kazdym z trzech receptorow w przypadku H06.

Proces symulacji obejmowat relaksacj¢ przygotowanych przez dokowanie kompleksow,
z wykorzystaniem algorytmu CSA. W badaniach prowadzacych do HOS, wybor kompleksow
zakwalifikowanych do tego etapu poprzedzony byt analiza jakosci zadokowanych
kompleksow. Analiza ta polegata na ocenie potozenia liganda zadokowanego w kieszeni
wiazace] kazdego receptora (ograniczenie polozenia do samej kieszeni) oraz spetnienia
zaplanowanych  kryteriow  energetycznych (zaden z wyliczonych komponentéw
energetycznych nie mogt by¢ nizszy niz odpowiadajacy mu komponent w przypadku 96%
innych zadokowanych ligandéw; wartos¢ dobrana wg oceny wilasnej). Nastepnie wszystkie
zakwalifikowane kompleksy zostaty poddane optymalizacji geometrii i minimalizacji energii
w polu sit Amber ff99 [39] w celu poélautomatycznego wyeliminowania wszystkich tych
kompleksow, w ktorych zadokowane ligandy byly w jakikolwiek sposdb przeplecione przez
tancuchy boczne reszt receptora lub nie byly wystarczajaco zwiazane z receptorem, aby prosta
minimalizacja energii takich kompleksow nie spowodowala ich oddzielenia od ustalonych
dokowaniem pozycji w kieszeniach bez znalezienia korzystniejszych energetycznie potozen.
W przypadku badan prowadzacych do H06 nie miata miejsca eliminacja komplekséw oparta
na kryterium komponentéw energetycznych, ale takze tu optymalizacja geometrii
1 minimalizacja energii pozwolily na zmniejszenie liczby kompleksow skierowanych do CSA.
Takze w tej pracy zastosowalem dodatkowe podejscie analityczne. Przed CSA, a takze po
nim, przeprowadzitem podzial ligandow na rodziny konformacji wg kryterium podobienstwa
odchylenia miary RMS przeprowadzony w zestawie narzegdzi MMTSB [40]. Analiza tego
typu ilosciowo okresla preferencje wiazania okreslonych ligandow w kieszeniach
wykorzystanych receptorow i umozliwia fatwy wybor reprezentantow kazdego kompleksu do
dalszych symulacji lub koncowych ocen jako$ci wiazania danego typu liganda z wybranym
receptorem.

W  przypadku obydwu tych prac zostala przeprowadzona pelna analiza
zidentyfikowanych oddziatywan oraz analiza poréwnawcza jako$ci wiazania poszczegdlnych
ligandow. W przypadku badan prowadzacych do HO06 istotnym problemem byto jednak
zachowanie si¢ konformacyjne calego zmodyfikowanego pier§cienia presynowego

skorelowane ze zmianami katow ¢, y a przede wszystkim o sasiadujacych ze soba reszt o
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measured angle

~ " ™

- " - ."-\.
~ it Aic-Arangle S, _

Rysunek 8: Kqgt Aic-Ar. Ar oznacza reszte Phe (w analogach  Rysunek 9: Stereoreprezentacja natozenia analogu 1
1-6) lub Tyr (w analogach 7-9). Zrédto: HO6, Figure 2. (czarny) na analog 7 (szary) po 5,3 ns MD. Zrédto: HO6,
Figure 4.

aromatycznych lancuchach bocznych (reszt 2. i 3.) wszystkich modelowanych analogéw
AVP. W celu tatwej identyfikacji preferencji konformacyjnych tego obszaru ligandow
zaproponowatem test preferencji konformacyjnych oparty na pomiarze 1 analizie wzglednych
potozen pierScieni aromatycznych obydwu ocenianych tu pozycjach sekwencji.
Zaproponowatem tu pomiar wirtualnego kata walencyjnego tworzonego pomigdzy
pierScieniami aromatycznymi w taki sposéb, aby ocena warto$ci samego tego kata
jednoznacznie obrazowala wzgledne potozenia catych tancuchow bocznych, a przez to takze
zachowanie fancucha gléwnego w obszarze reszt aminokwasowych 2. i 3. (Rysunek 8).
Okazalo sig, ze pomyst jest tak skuteczny, ze proste poréwnanie miar oznaczanego kata
pozwala na jednoznaczne zrdznicowanie porownawcze analogéw o podobnych preferencjach
konformacyjnych, uzasadnienie wystapienia (lub jego braku) wyprostowanych (roztozonych
przestrzennie liniowo) fragmentéw poczatkowych (N-koncowych) wszystkich ligandow,
aprzez to mozliwo$¢ wystapienia (lub jego brak) oczekiwanych wiazan 1 oddzialywan
w kieszeniach wiazacych je receptoréw (co jest widoczne na rysunku Rysunek 9 i w tabeli
Tabela 2) potwierdzonych doskonata korelacja z wynikami farmakologicznych badan
eksperymentalnych [41-45].

Aby zrozumie¢ zmiany Below 120 deg. Above 120 deg.
konformacyjne badanych  OTR 58 212
. VIR 74 196
analogow AVP, dwa z nich  y»p 55 215
tui dwie odmi Analog 1 2 88
(reprezentujace dwie odmienne . 0g 2 1 39
zostat an Analog 3 3 8?
grupy) ostaly podane Analog 4 1 89
symulacji MD w wodzie, Analogs 2 88
Analog 6 1 89
w modelu ciaglym  Analog 7 64 26
. . Analog 8 54 36
rozpuszczalnika [46] w czasie  Analog 9 59 31

symulacji 3,5 ns. Analiza, ktora
) ) Tabela 2: Rozktad wirtualnych kqtow walencyjnych Aic-Ar w zaleznosci od
nastepnie przeprowadzilem,  receptorai analogu. Zrédto: HO6, Table 4.
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Rysunek ~ 10: Zmiana wartosci  wirtualnego  kqta  Rysunek 11: Zmiana wartosci  wirtualnego  kqta
walencyjnego Aic-Ar podczas symulacji MD analogu 7. walencyjnego Aic-Ar podczas symulacji MD analogu 1.
Zrddto: HO6, Figure 6. Zrédto: HO6, Figure 5.

potwierdzita, ze obydwa wybrane analogi (analog I 1analog 7) rzeczywiscie moga
poprawnie  reprezentowa¢  grupy o podobnych  wlasciwosciach i preferencjach
konformacyjnych (odpowiednio grupg analogéw [/—6 oraz 7-9). Preferujac one konkretne,
powtarzalne konformacje makropierscieni (Rysunek 9), a takze utrzymuja konsekwentnie
oznaczone wczesnie] miary wirtualnych katow pomigdzy resztami aromatycznymi tancuchéw

bocznych reszt w pozycjach 2. 1 3. (Rysunek 10 oraz Rysunek 11).

Obserwacje dotyczace zachowania si¢ i roli czasteczek wody, ktore posrednicza
w oddzialywaniach pomigdzy ligandem a receptorem oraz fragmentem biatka G a receptorem,
zostaly zostaly czesciowo omowione w pracy H04.

Podobne obserwacje poczyniliSmy juz podczas realizacji prac H02, HO3 i HOS, a takze
trzech starszych, niewchodzacych w sklad niniejszego osiagnigcia (pozycje b06, b09 i a0l na
dotaczonym do Wniosku Wykazie osiagnie¢ (Zalacznik 4a)). Samo zagadnienie
oddziatywan tworzonych za posrednictwem czasteczek wody wydato si¢ nam na tyle
interesujace 1 wazne, ze zdecydowaliémy si¢ na przeprowadzenie dodatkowych symulacji
zachowania uktadow i ich analizg pod tym wiasnie katem.

Moja rola w przygotowaniu ukladow symulacyjnych byta konstrukcja modeli
przestrzennych samych receptorow Vi.R, V,R 1OTR, zoptymalizowanie ich geometrii
1 minimalizacja energii. Aby tatwo mozna byto porownywac¢ zachowanie si¢ czasteczek wody
w symulacjach pustych (niezwiazanych z zadnymi ligandami) receptorow z symulacjami
prowadzonymi z zadokowanymi AVP lub OT, wykorzystalem receptory zbudowane
wczesniej przeze mnie, oparte na nieaktywnej formie RD [5], o odpowiednio zmutowane;j
sekwencji, aby uzyska¢ poprawne sekwencje ViR, V,R i OTR. Poddatem je relaksacji
z wykorzystaniem protokotu CSA 1 krotkiej (500 ps) dynamice, a nastgpnie minimalizacji

energii w polu sit Amber ff99. Ligandy (AVP 1 OT) zostaly przeze mnie przygotowane
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:::?; Energy [keal/mol] ::‘;:; Energy [keal/mol] :;al; Energy [kcal/mol]
1116 -6.346.5 2599 -9.5+2.4 2767 -17.243.6
1546 -T.145.1 2873 -3.242.7 2783 -16.6£2.2
1679 -13.243.9 3456 -2.442.6 3039 -13.142.5
2213 -11.0£2.9 3565 -18.8+3.9 3304 -14.544.0
2374 -8.3£3.0 3852 -16.7£3.2 3569 -15.042.6
2671 -4.344.5 3853 -1L742.4 3830 -16.243.0
2770 -2.8£1.9 4160 -11.542.5 3863 -12.7£5.6
2874 -6.4£3.5 4274 -16.8+3.1 3882 -13.942.6
2893 -12.746.1 4894 -18.66.8 4094 -17.142.4
3213 -9.9+3.7 6277 -14.446.2 4095 -20.542.3
3255 -26.843.9 7078 -1.541.1 4173 -20.142.5
3851 -15.043.6 5083 -10.7£2.8
4012 -8.846.9

Tabela 3: Energie oddziatywan pomiedzy czqgsteczkami wody a resztami aminokwasowymi kieszeni wigzqcych receptordw.
Zrédto: HO7, Table 2.

z wykorzystaniem  procedur  opisanych  poprzednio, anastgpnie  zrelaksowane
z wykorzystaniem protokotu CSA, jednak bez stosowania wiazan pozycyjnych [17].

Z tak przygotowanych komponentéw zostaly nastgpnie skompletowane peine uktady
symulacyjne: receptory Vi.R, V2R 1 OTR puste (niezwigzane z zadnymi ligandami), ale takze
te same receptory z zadokowanymi, odpowiednimi ligandami (ich agonistami: AVP w V,R
1 V,R oraz OT w OTR). Zostaty one umieszczone w dwuwarstwie lipidowej (model POPC),
zbilansowane przeciwjonami do neutralizacji tadunku uktadu i otoczone warstwa wody —
wszystko to zzachowaniem periodycznosci uktadow. Uklady (6 komplekséw) zostaty
poddane symulacji MD w ciagu 1 ns symulacji, a nast¢pnie poddane pelnej analizie potozen
1 tworzenia wiazan z udzialem czasteczek wody. Moje zadanie w tej czesci realizacji badan
prowadzacych do HO7 polegato na zaplanowaniu i przeprowadzeniu protokotu post¢gpowania,
ktory pozwalal na oceng lub pomiar jako$ci oddziatywan samych czasteczek wody, lub z ich
udziatem, wyrazonych jako energia takich oddzialywan. Zadanie to zrealizowatem
przygotowujac wiasne skrypty stuzace do identyfikacji zaangazowanych w wiazania
czasteczek wody oraz modut anal pochodzacy z pakietu Amber [6]. Energie oddziatywan
obliczylem jako sume¢ oddziatywan elektrostatycznych i van der Waalsa stosujac promien

odciecia rowny 9 A, za$ uzyskane wyniki przedstawitem w tabeli (Tabela 3).

Wybierane dotychczas przeze mnie narzedzia oraz metody badania oddzialywan
w uktadach biatkowych okazaly si¢ na tyle skuteczne, ze postanowitem zastosowac je takze
do oceny jako$ci oddziatywan w uktadach cukrowych i glikoproteinowych. W ten sposéb

przygotowatem prace HO8—H10 i czgSciowo pracg H13. We wszystkich tych przypadkach
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Rysunek 12: Stereoreprezentacja czqsteczki wankomycyny. Zrédto: HO8, Figure 1.

nadal mamy do czynienia z ukladem oddzialujacym typu receptor-ligand, przy czym
,receptorem” mozna nazwa¢ C-koncowy pentapeptyd peptydoglikanu (PG) reprezentujacy
sciang komorkowa bakterii Gram-dodatnich, za$ ,ligandem” jest tu czasteczka wankomycyny
(Van) — glikoproteinowego antybiotyku. Co prawda Van (o liczbie atoméw ponizej 150) jest
wigksza od pentapeptydu (o liczbie atoméw w przedziale 300-800), jednak to wtasnie Van
jest czasteczka ,,poszukujaca” wilasciwego dopasowania i to ona zbliza si¢ do miejsca,
w ktorym moze nastapi¢ jej wiazanie. Peptydoglikan (rozumiany jako $ciana komorkowa) jest
zdecydowanie wigkszy od Van jednak, analogicznie do par ,hormony nauroprzysadkowe—
GPCR”, modyfikowa¢ mozemy tylko t¢ czasteczkeg, na ktora mamy jakikolwiek wplyw,
a wigc ligand, ktorym w tym przypadku jest Van.

Modelowanie zachowan dynamicznych Van jest o tyle trudne, Ze wymaga specjalnego
potraktowania tej czasteczki jako catosci, mimo ze sklada si¢ z dwoch czesci
o zroznicowanych wiasciwosciach 1 w konsekwencji roznych pod wzglegdem wymagan
stawianych wykorzystywanym polom sitowym. Czgsci te, to makrocykl zbudowany z reszt
Gly (takze podstawianych lancuchem bocznym w postaci Phe), reszt Tyr (dodatkowo
podstawionych atomami Cl), reszt Asp i Leu (takze metylowanych), za$ z drugiej strony
dwucukier zbudowany z wankozaminy i1 D-glukozy (Rysunek 12). Taka budowa czasteczki
wymaga zastosowania parametryzacji obejmujacej zarOwno ugrupowania biatkowe, jak
i cukrowe. Osiagnalem to laczac parametry pol glycam04 [47-48] 1 ff03 [49] w pakiecie
Amber [50]. Przedtem jednak sama Van musialem w peini sparametryzowac. Ladunki
punktowe pozyskatem uzywajac oprogramowania Gamess [7] i korzystajac z protokolu RESP

[9] w pakiecie Amber. Po wprowadzeniu tych niestandardowych parametrow do bazy

18/ 46



Zatqcznik 3a - Autoreferat (PL) Rafat Slusarz

parametrow pakietu Amber, mozliwe bylo wykonanie obliczen dotyczacych oddziatywan
symulowanych przeze mnie uktadow.

Wedhug mojego planu pierwsze symulacje oddzialywan pomigdzy Van
a pentapeptydem reprezentujacym PG $ciany komorkowej bakterii (Ala-D-Glu-Lys-D-Ala-D-
Ala) musiaty dotyczy¢ uktadu niezmodyfikowanego zadnymi podstawieniami ani mutacjami
sekwencji. Jest to symulacja bazowa, do ktérej pozniej mozna odnosi¢ wyniki kolejnych
symulacji 1 tylko w ten sposdb mozna poprawnie wyciaga¢ jakiekolwiek wnioski dotyczace
wptywu danej modyfikacji na jako$¢ oddziatywania. W badaniach prowadzacych do HO08
zastosowatem pentapeptydy o sekwencjach: (1) Ala-D-Glu-Lys-D-Ala-D-Ala, (2) Ala-D-Glu-
Lys-D-Ala-D-Lac, (3) Ala-D-Glu-Lys-D-Ala-D-Ser, (4) Ala-D-Glu-Lys-D-Ala-Ala, (5) Ala-D-
Glu-Lys-Ala-D-Ala oraz (6) Ala-D-Glu-Lys-Ala-Ala (modyfikacje te dotyczyly podstawienia
dwoch C-koncowych reszt D-Ala resztami Ala w konfiguracji L oraz reszta D-Lac i/lub D-Ser)
oraz niezmieniong struktur¢ Van. W przypadku badan prowadzacych do H13, pentapeptyd
byt dodatkowo podstawiony kwasem muraminowym (Mur) na N-koncu, nie byl jednak
modyfikowany w czgsci C-koncowej, lub byl modyfikowany z uzyciem reszty D-Ser (w pracy
H13 uzywane sa wtedy oznaczenia odpowiednio MPP-D-Ala lub MPP-D-Ser). Zastosowanie
Mur dodatkowo upodabniato skonstruowany pentapeptyd do PG, cho¢ nie byto to konieczne,
ze wzgledu na potwierdzone dziatanie samego pentapeptydu jako wystarczajacego substytutu
calej struktury PG [52-54].

Celem przeprowadzonego w HO8 modelowania bylo sprawdzenie, w jaki sposob
modyfikacje struktury PG wplywaja na moc wigzania Van. Niezbgdne wigc bylo takie
przygotowanie kompleksow startowych, aby jak najdoktadniej odzwierciedlaty one stan
wyj$ciowy — stan, w jakim znajduje si¢ aktywny kompleks Van z PG $ciany komorkowe;,
ktorego postac jest znana z wynikoéw badan rentgenostrukturalnych [52-54]. Kompleks taki
zostal przeze mnie zilustrowany na grafice (Rysunek 13).

Szes¢ reprezentantow PG (5 modyfikowanych i1 1 natywny) zostalo przeze mnie
sparametryzowanych, ich geometrie zostaly zoptymalizowane przez zminimalizowanie
energii w polu sil ff03, a nastgpnie wstepnie zadokowanych w miejscu wyznaczonym przez
natywny kompleks Van—pentapeptyd. Kompleks taki dostgpny jest w bazie RCSB PDB
(resb.org [55]) pod oznaczeniem 1FVM [56]. Nastepnie przeprowadzitem krotka, wstepna
symulacj¢ MD tak przygotowanych komplekséw z utrzymaniem statych odleglosci
wyznaczonych przez 5 wiazanh wodorowych obecnych w kompleksie natywnym. Takie
wzajemne dopasowanie si¢ oddziatujacych indywiduéw pozwolito na wyeliminowanie
niebezpieczenstwa oddysocjowania oddzialujacych czasteczek  wskutek naprgzen

strukturalnych, nie za$ wskutek zbyt stabego lub niemozliwego do utrzymania oddziatywania
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Rysunek 13: Miejsca wigzania PG do Van. Zrédto: H13, Figure 1.

pomigdzy nimi. Tego typu podej$cie metodologiczne uzaleznia modelowanie molekularne od
dostepnych wynikoéw badan eksperymentalnych, ktére nie moga by¢ pominigte w zadnych
rozwazaniach teoretycznych. Po stopniowym uwolnieniu wigzéw natozonych na tworzone w
kompleksie Van-PG wigzan wodorowych, przeprowadzilem swobodna symulacj¢ MD
wszystkich kompleksow w wodzie modelowanej jako s$rodowisko ciagle [57-58]. Po
symulacji MD przeprowadzitem analiz¢ energii wiazania wszystkich kompleksow
z zastosowaniem algorytmu MM/PBSA [59], dzigki czemu moglem przeanalizowaé energig
swobodna samego oddziatywania pomigdzy PG a Van bez konieczno$ci uwzgledniania
rodzaju modyfikacji PG. Ocenilem takze zachodzace w czasie symulacji MD zmiany
konformacyjne zaré6wno PG, jak 1 Van. Dodatkowo ocenitem ilosciowo tworzone
1 utrzymywane oddziatywania pomigdzy PG a poszczegdlnymi czg§ciami Van. Czgsci te, to
osobno rozpatrywana cze$¢ cukrowa, a takze N-koniec i C-koniec Van. O ile kryterium
energetyczne (obliczone energie swobodne wigzania PG do Van) okazaly si¢ nier6znicujace
ze wzgledu na swoje podobienstwo (po usrednieniu po catej trajektorii), to liczba tworzonych
w trakcie symulacji MD bezposrednich oddziatywan okazaty si¢ dobrym parametrem
réznicujacym jako$¢ wiazania w symulowanych kompleksach. W ocenie samych symulacji
zaproponowatem obszary 1 rodzaje modyfikacji Van, ktore moglyby podnies¢ jej skutecznos¢
w leczeniu infekcji wywotanych przez enterokoki oporne na leczenie wankomycyna (VRE),
poniewaz to u nich wilasnie wystgpuja mutacje PG opisane i wykorzystane przeze mnie

w pracy HOS.
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Rysunek 14: Oddziatywania w kompleksie MPP-D-Ala-Van. Postulowane oddziatywanie z
taricuchem bocznym Lys oznaczone zostato kolorem czerwonym. Zrédto: H13, Figure 9.

Nieco inne podejscie zastosowatem podczas badan opisanych w pracy HI13.
Dysponowatem tu wynikami opublikowanymi przeze mnie wcze$niejszej] w pracy H09, na
podstawie ktorych mogtem stwierdzi¢, ze tancuch boczny Lys nalezacej do PG (w pracy H13
byt to muramylopentapeptyd, MPP) moze bezposrednio oddzialywa¢ z C-koncowa czgscia
Van (Rysunek 14). W badaniach realizowanych w ramach H13 oddziatywanie to zostalo
potwierdzone zarowno eksperymentalnie (z uzyciem technik spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) MPP i Van w roztworze bgdacym mieszaning H,O i D,0), jak
i na drodze przeprowadzonych przeze mnie symulacji zachowan dynamicznych kompleksow
Van-MPP-D-Ala i Van—-MPP-D-Ser.

Zaplanowalem procedure weryfikacji hipotezy o tworzeniu wiazania pomigdzy Lys
1 karbonylowymi atomami tlenu C-koncowego fragmentu Van. Aby zrealizowac ten, cel
opracowatem 1 zastosowatem protokdt stopniowego uwalniania ograniczen nalozonych na
odleglosci utrzymywane poczatkowo w celu dopasowania wzajemnych potozen i konformacji
Van i MPP. Po ich calkowitym zniesieniu przeprowadzitem swobodna symulacje MD
w pudle periodycznym wypetionym czasteczkami wody (model TIP3P) pudle periodycznym
z nadmiarowa warstwa wody o grubosci 10 A w kazda strone, liczac od najbardzie;
wysunig¢tego atomu w stanie poczatkowym kompleksu, z promieniem odcigcia obliczen

wktadéw oddziatywan niewiazacych rownym 9 A.
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Rysunek 15: Zmiana diugosci wiqzai wodorowych w Rysunek 16: Diugosci postulowanych, dodatkowych wigzari
kompleksie PG-Van. Zrédto: H13, Figure 11. Van-Lys. Zrédto: H13, Figure 12.

Po symulacji MD przeprowadzilem pelna analiz¢ odleglosci pomigdzy tworzacymi
wigzania wodorowe parami atoméw — zarowno dla wigzan tworzonych natywnie
w kompleksach Van—MPP (Rysunek 15), jak i w przypadku dodatkowych oddzialywan,
zaobserwowanych podczas prowadzonych badan (Rysunek 16). Oddziatywania te sa obecne
pomigdzy karbonylowymi atomami tlenu C-konca wankomycyny (oraz dodatkowo protonem
HB (42) Van) a tancuchem bocznym Lys. Zauwazylem tez doskonata zbieznos¢ wynikéw
NMR z wynikami przeprowadzonych symulacji MD oraz zaprezentowalem przyktadowy,
petnoatomowy kompleks Van—MPP-D-Ala spetniajacy wszystkie eksperymentalne kryteria

jego utworzenia.

Wspomniane wczesniej wyniki dotyczace oddzialywan fragmentu C-koncowego Van
zostaly przedyskutowane w ramach H09. W pracy tej zaproponowatem 5 roznych podstawien
C-konca Van (3 tancuchowe i 2 cykliczne heksozy) tworzacych kompleksy z natywnym, C-
koncowym pentapeptydem PG. W wyniku przeprowadzonego przeze mnie modelowania
(parametryzacje, optymalizacje, MD) oraz analizy odlegtosci 1 odchylen RMSd, wskazalem
najkorzystniejsze (z punktu widzenia wzmacniania oddziatywan z PG) modyfikacje struktury
Van oraz przedyskutowatem rolg¢ samego fragmentu C-koncowego Van w wiazaniu PG.
W pracy tej zawartem takze opis konstrukcji, optymalizacji i petnej dynamiki trzech innych
antybiotykow glikoproteinowych: wankomycyny, orytawancyny [60—61] 1 telawancyny [62—
63]. Oprocz analizy zmian energii oraz zmian konformacyjnych modelowanych antybiotykow
podczas symulacji MD przeprowadzitem takze ich podziat na rodziny wedlug kryterium
podobienstwa konformacji, jaka przyjely podczas 1,2 ns symulacji MD w periodycznym,
sze$ciennym pudle o krawedzi 60 A wypemlionym czasteczkami wody. Wyniki dotyczace
rodzin konformacji zaprezentowalem w nowatorski sposob, a mianowicie dokonatem

uproszczenia strukturalnego modelowanych czasteczek w taki sposob, ze uwidocznione
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Rysunek 17: Wizualizacja uproszczenia struktur, kolejno: wankomycyny, oritawancyny i telawancyny. Na podstawie:
HO9, Figures 18-20.

zostaly jedynie ogdlne zarysy samych czasteczek, bez uwzgledniania potozen poszczegolnych
atomow je budujacych (Rysunek 17). Byt to zabieg, ktory umozliwil przedstawienie kazdej
z czasteczek  wreprezentacji  posredniej, pomigdzy reprezentacja  pelnoatomowa
a reprezentacja stosowana w ujeciu reszt usrednionych (ang.: united residues). Umozliwia to
tatwiejszy odbiodr prezentowanych wynikow izachgca czytelnika do siggnigcia takze do
suplementu (dodatku do samej publikacji) w celu zilustrowania omawianych wynikow
modelowania.

Najwazniejsza czgscia omawianej pracy jest modelowanie i ocena oddzialywan dwéch
réznych, mocno rozbudowanych modeli samej $ciany komérkowej bakterii Gram-dodatnich.
Modele $ciany komorkowej zostaly skonstruowane na podstawie dwoch zestawow zupelnie
odmiennych przestanek eksperymentalnych 1 przedstawialy dwa zupetnie rézne podejscia do
problemu. Model warstwowy (ang.: layered) zaktadal utozenie lancuchéw cukrowych
tworzacych $ciang rownolegle z jej kierunkiem [64-67], za$§ model klatkowy (ang.: scaffold)
zakladat ich ulozenie prostopadle do tworzonej $ciany [68—72]. Jakosciowo (biorac pod
uwage sklad $ciany w obydwu modelach) nie réznity si¢ one od siebie, jednak utozenie
w przestrzeni powtarzajacych sig¢ jednostek dwucukru GleNAc-MurNAc (Glec — glukozamina)
oraz peptydow taczacych tancuchy cukrowe, stanowi fundamentalna réznicg w sposobie
asocjacji i wiazania absolutnie wszystkich czasteczek wiazacych si¢ z taka S$ciang
komorkowa.

W pracy H09 przedstawitem krok po kroku proces planowania i konstrukeji obydwu
modeli: od wykorzystanych parametrow i1 pol sitowych, przez konstrukcje poszczegdlnych
cegietek sktadowych i w koncu catych tancuchow ztozonych ostatecznie w pelne modele
scian. Obydwa modele zostaty uzupeinione okalajaca je warstw¢ wodna, ktora niestety nie
mogla tworzy¢ periodycznego pudta — ze wzgledu na gigantyczne rozmiary ukladow

(Rysunek 18). Zastosowalem otoczke solwatacyjna sitowo utrzymywana w odleglosci
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Rysunek  18: Rozmiary modeli sciany komdrkowej: layered (po lewej) i scaffold (po  prawej).
Na podstawie: HO9, Figures 7-8.

20 A od peptydoglikanu (wedhig procedury SolvateShell pakietu Amber [73]). Okazala sie
ona wystarczajaca symulacja nieskonczonego srodowiska zewnetrznego i nie wptywata na
zachowanie eksponowanych czgéci PG. Te tancuchy glikanowe PG, ktore stanowity krawedz
modelu, nie zostaty przeze mnie potaczone kolejnymi mostkami peptydowymi [74—75], przez
co byly o wiele bardziej narazone na zaginanie i deformacje, niz te fancuchy glikanowe, ktore
znalazty si¢ w §rodku modelu. Dyskutujac o tym w pracy, zwrdcitem uwage na to, ze mozna
rozwigza¢ ten problem wprowadzajac warunki periodyczne obejmujace sam peptydoglikan,
a nie tylko otaczajace go srodowisko wodne (jak robitem to w przypadku badan opisywanych
w H02-04, HO7, H10 czy H13). W ten sposob skrajnie utozone tancuchy glikanowe takze
bytyby mostkowane peptydami, przy czym peptyd mostkujacy kierowatby si¢ wzdluz jednej
z osi uktadu wspotrzednych, rownolegtej do powierzchni $ciany komoérkowej i prostopadiej
do eksponowanego tancucha glikanowego i uczestniczyt w mostkowaniu odpowiedniego
fancucha glikanowego po przeciwnej stronie modelu. Konstrukcja uktadu tego typu jest
technicznie wykonalna, jednak modelowanie przeprowadzone w ramach badan opisanych
w HO09 udowodnito, Zze podejsécie bez tworzenia uktadu periodycznego jest wystarczajace.

O ile wyniki symulacji MD byly fizycznie poprawne, istotne i interesujace z punktu
widzenia badania zachowania si¢ samego PG, to jednak obnazyly 6wczesnie ciagle zbyt male
mozliwosci obliczeniowe wykorzystywanych osrodkéw obliczeniowych (obliczenia byty
prowadzone w CI TASK, w ktorym to o$rodku pozyskalem granty obliczeniowe
wykorzystywane w znakomitej wigkszosci przygotowywanych przeze mnie prac). Innym
powodem, przez ktéry porzucitem ideg kontynuacji modelowania tych lub podobnych modeli
scian komorkowych, byta zbyt duza szczegétowos¢ zastosowanych modeli. Skoro
nadrzegdnym celem przygotowania modeli $ciany komorkowej, w ramach badan
prowadzacych do przygotowania H09, bylo poézniejsze zastosowanie ich w okresleniu

oddziatywania z wybranymi antybiotykami glikoproteinowymi, w szczegdlnosci z Van, to nie
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bylo istotne, jak owe modele zachowuja si¢ dynamicznie w swoim ,,wnetrzu” (z dala od
krawedzi uktadu). Dokowanie 1 oddziatywanie, w kazdym z modeli i tak odbywatoby si¢ na
powierzchni tak symulowanej §ciany, a wigc uzasadnionym byloby wymodelowanie jej
w reprezentacji gruboziarnistej, usrednionych reszt lub co najmniej usrednionych tancuchow.
Tego typu podejsScie wymaga jednak catosciowego przygotowania $rodowiska
obliczeniowego, uwzgledniajacego symulacje wieloskalowe. Rozwijajace si¢ ciagle
mozliwos$ci obliczeniowe z umozliwiaja obecnie tego typu obliczenia, jednak ich wdrozZenie
w osrodkach obliczeniowych jest dos¢ problematyczne, z powodu ztozonosci zagadnienia
1specyfiki ich realizacji. Zupelnie niedawno nawigzalem zwiazang z tym wlasnie
zagadnieniem wspotpracg z CI TASK, konsultujac dla tego osrodka merytoryczne potrzeby
i mozliwo$ci badaczy borykajacych si¢ z ograniczeniami metodologiczno-sprzgtowymi
w obliczeniach wykorzystujacych wiele pozioméw doktadnosci (precyzji) obliczen. Wydaje
si¢, ze dzigki temu juz w tym roku obliczenia wieloskalowe beda tatwiej dostgpne do

zastosowania w tym wilasnie osrodku obliczeniowym.

Modelowanie zachowan dynamicznych antybiotykow glikoproteinowych o podobnym
do Van mechanizmie dzialania, jednak o odmiennej od siebie strukturze (H09), podsungto mi
pomyst na takie modyfikacje struktury Van, aby wykorzysta¢ znane zalety mechanizmu
dziatania tych antybiotykow, a wynikajace z obecnosci w topologii ich czasteczek elementow,
ktérych nie ma w wankomycynie. Postawitem hipotez¢ o tym, ze podstawienie Van
dodatkowym, alifatycznym tancuchem weglowym czesci cukrowej (jak w telawancynie) oraz
dodanie do C-konca Van jednostek cukrowych powinno ulatwi¢ tworzenie korzystnych
oddziatywan z PG. W orytawancynie dodatkowa jednostka 4-epi-wankozaminy dotaczana jest
w niewielkim oddaleniu od C-konca, za§ dwucukier podstawiony jest wielka, hydrofobowa
grupa N-4-(4-chlorofenyl)benzylowa, a C-koniec telawancyny jest fosforylowany, jednak
wyniki uzyskane w H09 zachecaty do wykorzystania wtasnie monosacharydow na C-koncu
1 prostego tancucha weglowego na dwucukrze.

Opracowatem wigc plan konstrukeji serii nowych analogéw Van podstawianych na C-
koncu 1-amino-1-deoksy-D-glucitolem lub 2-acetamido-2-deoksy-p-D-galaktopiranozylo-
amina, bezposrednio lub w oddaleniu o dwa lub cztery dtugosci wiazania (odpowiednio: bez
lub z uzyciem lacznika alifatycznego jedno- lub trojweglowego) oraz z dodatkowym
tancuchem dekanowym (lub bez niego) taczonym bezposrednio z wankozaming — we
wszystkich mozliwych kombinacjach opisanych w tabeli (Tabela 4) oraz przedstawionych na
rysunku Figure 1 w publikacji H10, a takze samej, niepodstawianej Van jako uktadu

odniesienia.
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Derivative No Linear® Cyclic® Chain® Direct? 1ce 3
1 + +

2 + + +
3 + +
a4 + + +

5 + + +

6 + +

7 + + +

8 + + +

9 + +
10 + + +
1 + +

12 +

13 + +

14 - - - - - -

Tabela 4: Tabela modyfikacji Van. "Plus" oznacza zastosowanie danej modyfikacji. Zrédio: H10, Table 1.

W pracy H10 opisatem peten proces parametryzacji wszystkich niestandardowych
fragmentow przygotowywanych uktadow tacznie z opisem wprowadzania ich do baz danych
pakietu Amber [73], dla pol ff03 [49] oraz glycam06 [76], aby kolejni badacze mogli z nich
tatwo korzysta¢, budujac podobne strukturalnie uktady.

Prace wstgpne obejmowaty takze przygotowanie natywnego reprezentanta PG,
dokowanie do niego Van w miejscu standardowego wiazania [77], periodyzacje
w szesciennym pudle wodnym oraz wstgpne optymalizacje 1 uwalnianie wigzow natozonych
na odleglo$ci pomigdzy komponentami kompleksow. Nastepnie przeprowadzilem 5 ns
symulacji MD z probkowaniem stanu uktadu co 1 ps (w sumie po 5 000 zrzutéw stanu uktadu
dla kazdego z 14 komplekséw). Wyniki symulacji zostaly nastgpnie wykorzystane do
oszacowania energii swobodnych wiazania PG do analogow Van z wykorzystaniem metody
MM/GBSA [59, 78], za$ trajektorie wybranych, najkorzystniejszych energetycznie
kompleksow, zostaly poddane podzialowi na rodziny z zastosowaniem algorytmu
AverageLink [79].

Do oceny wynikow wszystkich przeprowadzonych symulacji zastosowalem podejscie,
ktorego koncept opracowatem podczas wspotpracy dotyczacej rozwoju pakietu UNRES
(unres.pl [80]). Potraktowatem bowiem cate fragmenty Van, powiazane lub wydzielone
topologicznie, jako niezalezne od siebie obiekty, ktory mozna traktowaé odrgbnie, niezaleznie
od pozostatych, tak samo wydzielonych fragmentow (Rysunek 19). Dzigki takiemu podej$ciu
bylem w stanie opracowaé 1 zrealizowa¢ protokél jednoznacznej analizy zachowan
dynamicznych i wzajemnego oddzialywania poszczegdlnych rejonéw modyfikowanej Van.
Analizy takiej dokonatem pod katem utrzymania, formowania lub zaniku oddziatywan

w trakcie symulacji MD. Pozwolilo to poréwnac¢ poszczegolne kompleksy oraz oceni¢ wpltyw
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Vancomycin
modifications and
region selection
for interaction
analysis.

Rysunek 19: Rejony centréw mas poszczegdinych fragmentéw Van. Zrédto:
H10, Figure 2 oraz Graphical Abstract.

konkretnych modyfikacji Van na wiazanie jej do PG, a przez to skuteczno$¢ takich, a nie
innych, zaproponowanych przeze mnie modyfikacji jej struktury.

Wyniki zaprezentowane przede wszystkim w postaci jedno-znacznych wykresow
obrazujacych odlegto$¢ wprowadzonych modyfikantow od PG, ale takze inne, zastosowane
odlegtosci kontrolne oraz wykresy zmian konformacji Van oraz PG, przedstawione zostaly
w postaci 58 rysunkoéw, z czego zdecydowana wigkszo$¢ trafita do materiatow dodatkowych
(Supplemental Material; w Zalaczniku 8, zawierajacym treSci publikacji stanowiacych
opisywane Osiagnig¢cie, zostaly one dodane do pozycji H10). Udato mi si¢ jednoznacznie
wskaza¢ najlepsza propozycje¢ modyfikacji Van. Okazal si¢ nia analog oznaczony w H10
numerem ,,13”, w ktérym zastosowatem podstawienie C-konca cukrem cyklicznym,
potaczonym z Van facznikiem jednoweglowym, bez dodatkowego tancucha alifatycznego na
dwucukrze Van. Lacznik o tej wtasnie dlugosci okazat si¢ (energetycznie) najkorzystniejszy
z punktu widzenia mozliwosci tworzenia oddzialywan pomigdzy Van a PG z tego wzgledu, ze
dluzszy lacznik zawsze zawsze swobode konformacyjna podstawnika C-konca do tego
stopnia, ze statystycznie znaczaco ograniczatl pule konformacji speiniajacych kryterium
fizycznego zblizenia podstawionego C-konca do PG. Z drugiej strony, potaczenie
bezposrednie (bez tacznika weglowego), nie zapewniato wystarczajace dlugosci podstawienia
C-konca, dzigki ktorej mozliwe byto zblizenie tego podstawnika do PG.

Wskazatem takze inne, korzystne podstawienia oraz przedyskutowalem ich wady
1 zalety z punktu widzenia zaréwno tatwosci dostosowania struktur Van 1 PG, ale takze pod
wzgledem mozliwych wkladéw energetycznych, zwtaszcza pod katem energii swobodnych

tworzonych w symulowanych uktadach oddziatywan.
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Kolejnym zagadnieniem, w ktorym zastosowatem metody obliczeniowe 1 modelowanie
wzajemnych oddzialywan byta ocena energetyki Sciezki reakcji chemicznych. Niestety nie
jest mozliwe poprawne zasymulowanie procesu tworzenia si¢ z substratdw nowego zwiazku
chemicznego, wykorzystujac do tego zestaw narzedzi bazujacych na fizycznym opisie ich
aktualnego stanu. W empirycznych polach sit mamy do czynienia z wigzaniami chemicznymi
zdefiniowanymi a priori, nie jest wigc mozliwa ich modyfikacja (rozrywanie ani tez
tworzenie) w sposob dynamiczny — jako wynik prowadzonego modelowania. Podczas
symulowania MD jesteSmy w stanie obserwowac powstawanie lub zanikanie oddzialywan
o charakterze elektrostatycznym, ktére sa bezposrednia konsekwencja zblizenia lub oddalenia
atomow lub grup atomow. Nie jest jednak mozliwe wymodelowanie przegrupowania lub
tworzenia wigzania pomi¢dzy odpowiednimi do tego atomami migdzy innymi z tego wzgledu,
ze tadunki przypisane konkretnym atomom sa w tych polach obserwablami (warto$ciami
przypisanymi atomom wystgpujacym w konkretnych konfiguracjach 1 otoczeniu), za$
wiazania pomig¢dzy atomami tworzacymi konkretne grupy (np. reszty aminokwasowe) sa im
wlasciwe, state i utrzymywane zdefiniowanym w danym polu naktadem energii.

Chcac numerycznie wyjasni¢ uzyskana eksperymentalnie nizsza wydajno$¢ reakcji
syntezy pochodnych chinolinowych 1 izochinolinowych w reakcji czwartorzedowania metylo-
2,3-0O-izopropylideno-5-O-tosylo-B-D-rybofuranozydu  (H12), musiatlem zasymulowac
przebieg tej syntezy. Nie moglem tego jednak wykona¢ w polach potempirycznych.

Najprostszym rozwigzaniem tej niemozno$ci jest zastosowanie pol 1 metod
uniezaleznionych od predefiniowanych potaczen pomigdzy atomami i obliczenie wkladow
energetycznych substratow, stanu (kompleksu) przejsciowego i1 produktow modelowanej
reakcji chemicznej. Wymaga to oczywiscie dodatkowych optymalizacji wszystkich stanéw
posrednich oraz samych kompleksow wszystkich trzech wskazanych standéw, jednak

dysponujac takim kompletem danych
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aby wyjaénié I‘(')ZniCQ pomiqdzy, Rysunek 20: Zmiana energii catkowitej poszczegdlnych sktadnikéw

L. . uktadu podczas symulacji procesu syntezy wybranych produktow.
reaktywnos$cia czwartorzedowania zsgio: H12, Figure 2.
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wspomnianych juz pochodnych chinolinowych 1 izochinolinowych. Otrzymane wyniki byly
zgodne z przewidywaniami (wynikajacymi z prostego porOwnania usytuowania w pierscieniu,
bioracego udzial w tworzeniu wigzania atomu azotu) 1 pozwolily na numeryczne uzasadnienie
o wiele nizszej wydajnosci reakcji prowadzacej do uzyskania pochodnej chinolinowe;,
w porownaniu do pochodnej izochinolinowej (w pracy H12 oznaczanych odpowiednio jako
produkty 4g 1 4f).

Metoda ta nie pozwolila jednak na wskazanie rdéznic w dynamice substratow. Aby
przeanalizowaé zachowanie catego uktadu, musiatem zastosowaé takie metody modelowania,
aby mozliwe bylo zréznicowanie preferencji konformacyjnych substratow i/lub mozliwosci
eksponowania, lub zastaniania/ekranowania miejsc, w ktérych dochodzi do ich faczenia.

Podejscie tego typu zastosowalem w badaniach, ktérych wynikiem byta praca H11.
Uzytem dodatkowo pola gaff'[83], aby dla symulowanych czg$ci sktadowych uktadow w ten
sposob chociaz trochg¢ uniezalezni¢ typy atomoOw zastosowanych przez oprogramowanie
Amber od ich dalszego otoczenia chemicznego. Symulowaniu zachowan dynamicznych
poddatem 6 pochodnych tosylowych tymidyny i 5 pochodnych tosylowych urydyny (byly to
odpowiednio zwiazki 1-6 oraz 7, 7a, 8, 8a i 8b wg oznaczen H11, Scheme 1-2) w wodzie
modelowanej jako rozpuszczalnik w modelu ciaglym [84] przez czas symulacji 10 ns.

Do analizy konformacyjnej zastosowalem opracowany i wykorzystany przeze mnie
poprzednio (H09-10) algorytm oceny odleglosci pomigdzy oddziatujacymi obiektami,
traktujacy oddzialujace czg$ci jako odrgbne, niezalezne i zarazem usredniajace wszystkie,
sktadajace si¢ na nie atomy. Wykorzystatem takze analiz¢ wirtualnych katow walencyjnych
(zdefiniowanych jako kat zawarty pomig¢dzy atomami C5, C4 oraz $rodkiem cigzkosSci
pierscienia furanozowego) oraz katoéw torsyjnych mierzonych na pierscieniach cukrowych (O-
C1-C2-C3 oraz C2-C3-C4-O). Analiza samych wartosci oraz skupienia tych warto$ci
(Rysunek 21) pozwolita wskazac

a0

preferowane konformacje pierScienia ; % 2

20 . . 8a

cukrowego we wszystkich
symulowanych uktadach tacznie ze
zréznicowaniem na grupy zalezne od

-20

rodzaju pochodnych (oznaczylem

dihedral angle O-C1-C2-C3 [deg]

inne  preferowane  konformacje 0

-40

i wartosci mierzonych katéw dla

50

1 -30 20 1 a 0 ‘\ID 20 30 40 slu 60
grupy 1-6 oraz inne dla grupy dihedral angle G2-C3-C4-O [deg]
zwiazkow 7-8b). Rysunek 21: Analiza skupieri kqta kontrolnego. Zrédto: H11,
Figure 4.
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Dla poréwnania zbiezno$ci metod 1 mozliwosci wyodrgbnienia preferowanych rdznic
konformacyjnych lub wprost reaktywnosci w ramach grupy zwiazkow 7-8b,
przeprowadzilem takze obliczenie ciepel tworzenia oraz catkowitych entalpii 1 entropii
zarowno substratow, jak i produktow badanych w reakcji syntezy czwartorzgdowych soli
amoniowych (H11). Wyniki uzyskane w tym modelowaniu nie pozwolily jednak na
udzielenie prostej odpowiedzi, dlaczego syntezy produktow 7a, 8a i1 8b nie zaszly

z oczekiwang wydajnoscia.

Ostatnia praca w tym cyklu nieco inaczej podchodzi do zagadnienia modelowania
oddziatywan w uktadach zwigzanych z biomolekutami i wynikajacymi z niego zmianami
struktury modelowanych ukladow. Jest to praca H14, w ktorej zebralem doswiadczenia
zarbwno samodzielnego przygotowywania procedur numerycznych (przede wszystkim
w HO01, HO5-07 1 H09), jak 1 skryptow przetwarzajacych uzyskiwane wyniki (we wszystkich
pracach cyklu, poza H12).

Praca H14 opisuje modyfikacje publicznie dostgpnego serwera obliczeniowego

(https://unres-server.chem.ug.edu.pl), bedacym graficznym interfejsem pakietu UNRES [80].

Serwer ten, upubliczniony w 2018 roku [85], zostal w 2022 roku wzbogacony przeze mnie
o mozliwo$¢ wykonywania symulacji z wykorzystaniem danych eksperymentalnych: NMR
[86-87], Xlink [88-89] oraz SAXS [90]. Dodana zostala takze nowa wersja pola
gruboziarnistego pola sit [91-92], mozliwo§¢ prowadzenia symulacji podobnych do
dokowania molekularnego [93] oraz zaimplementowane zostaly wszystkie optymalizacje
kodu pakietu UNRES, przygotowane pod wzgledem lepszego wykorzystania pamigci
operacyjnej 1 szybkoS$ci dziatania samego pakietu [94].

Moim wkladem w przygotowanie i1 publikacjc H14 byla przede wszystkim
konceptualizacja oraz koordynacja prac prowadzacych do implementacji nowych
funkcjonalnos$ci serwera, oraz sama ich implementacja. Samodzielnie nie rozwijam kodu
zrodlowego oprogramowania UNRES, jednak od momentu uzyskania stopnia doktora
uczestnicz¢ w pracach zespotlu zajmujacego si¢ tym oprogramowaniem 1 jego
wykorzystaniem oraz na biezaco $ledz¢ rozwdj jego kodu zrodlowego. Dzigki temu moglem
precyzyjnie zaplanowac¢ jakiego rodzaju modyfikacje i aktualizacje nalezy doda¢ do serwera
publicznego, aby mozliwosciami odpowiadat biezacej wersji pakietu UNRES.

Moim dodatkowym wktadem byto takze zaprogramowanie tej czesci interfejsu serwera,
ktora obstuguje wprowadzanie 1 weryfikacje danych eksperymentalnych wspierajacych
obliczenia, integracja ich z istniejacymi juz elementami interaktywnymi interfejsu oraz

przetestowanie wszystkich wprowadzonych modyfikacji. W ten sposob caly serwer zostat
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zaktualizowany do obstugi najnowszych wersji pola sit oraz do obslugi wszystkich
mozliwosci samego pakietu UNRES, za§ uzytkownicy serwera zyskali mozliwos¢

graficznego dodania do swoich obliczen positkowych danych strukturalnych.

WKEAD POSZCZEGOLNYCH ELEMENTOW OSIAGNIECIA NAUKOWEGO W ROZWOJ DYSCYPLINY

W przypadku HO1 moim niewatpliwym wkladem w rozwo6j dyscypliny byty przede
wszystkim upublicznione, pelne parametry strukturalne nowych analogéw AVP, tacznie z ich
preferowanymi konformacjami w stanie niezwigzanym oraz po zwigzaniu ich w kieszeniach
wlasciwych receptorow, oraz trojwymiarowe modele trzech receptoréw hormonow
neuroprzysadkowych, skonstruowanych na podstawie struktury rodopsyny wotowej poznanej
w rozdzielczo$ci wyzszej, niz jakiekolwiek dotychczas dostepne.

Prace H02 i HO3 stanowity przelom w stanie wiedzy na temat konformacji receptorow
hormonéw neuroprzysadkowych w formie aktywnej i1 do zesztego roku stanowity
najwczesniejsze odniesienie w badaniach porownawczych tychze form i receptoréw rodziny
GPCR w ogole. Dopiero w zesztym roku opublikowane zostaly pierwsze, oznaczone
technikami mikroskopii elektronowej, struktury aktywne receptorow w formach aktywnych
w kompleksach z odpowiednimi ligandami: 7BB6/7BB7, 7TKHO i 7DW9 dla kompleksu V,R—
AVP-G,; 7RYC, 7QVM dla kompleksu OTR-OT-G, (oznaczenia wedlug RCSB PDB).
Jednak to wtasnie nasz zespol po raz pierwszy zaproponowal konkretne, petnoatomowe
reprezentacje 1publicznie dostepne modele receptorow o prawdopodobnie najbardziej
zblizonej strukturze (trzeciorzedowej, a nawet czwartorzedowej — biorac pod uwage obecnos¢
podjednostki G, w ukfadzie symulacyjnym) do rzeczywistych form aktywnych tych
receptoréw. Publikacja omawianych w H02 i HO3 wynikow dala jednoznaczna odpowiedz na
pytanie o ufozenie przestrzenne, a takze na pytania o oddzialywania pomiedzy naturalnie
wiazanymi ligandami a kieszeniami wiazacych je receptoréw w formie aktywnej. Taka
wiedza stanowi absolutna podstawg, bez ktorej nie jest mozliwe skuteczne zaproponowanie
takich modyfikacji struktury naturalnych hormonéw, aby uzyska¢ ich analogi bioaktywne
w co najmniej takim samym stopniu, jak AVP czy OT.

Oprécz samego upublicznienia pelnoatomowej struktury zrelaksowanej oraz zwiazanej
z wybranymi receptorami konformacji desmopresyny pelnoatomowych, nieistniejacych
wczesniej modeli kompleksow receptorow hormondéw neuroprzysadkowych z zadokowanymi
agonistami 1 antagonistami oraz stabilizujacymi te kompleksy reprezentantami biatek G,
niewatpliwym, znaczacym wkladem pracy H04 w rozwdj dyscypliny jest obserwacja

i wniosek o warunkowaniu ksztattu i1 potozenia pgtli zewnatrzkomdrkowych receptorow
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GPCR jako konsekwencji organizacji przestrzennej ich czgsci wewnatrzkomorkowej,
w szczegolnosci o roli wody w tym procesie.

Motorem rozwoju dyscypliny, dotyczacym przygotowanych prac HO5 1 HO06, jest
petnoatomowa struktura trzynastu nowych ligandéw, analogéw AVP, zarowno w stanie
wolnym (niezwigzanym), jak 1 zwigzanym z receptorami VR, VoR oraz OTR. Nowe
narzedzie analityczne wynikajace z nowego, zaproponowanego przeze mnie algorytmu
postgpowania, moze ulatwi¢ bardzo precyzyjne oszacowanie preferowanych konformacji
catych makropierscieni jeszcze przed przeprowadzeniem modelowania ich zachowan
dynamicznych. Dodatkowo, zaprezentowana w H06 analiza dlugiej symulacji MD pokazuje,
ze konformacje preferowane, nawet w S$rodowisku rozpuszczalnika symulowanego jako
medium ciagle, doskonale przektada si¢ na konformacje preferowane w stanie zwigzanym
z receptorem. Tego typu dowody, odniesione do wynikéw badan eksperymentalnych, nie
dos$¢, ze sa niezbgdne, to dodatkowo uwiarygadniaja stosowane metody obliczeniowe
1 zastosowane narzedzia.

Dzigki pracy HO7 mozliwe bylo bezposrednie pordwnanie organizacji przestrzennej
odpowiadajacych sobie receptorow zwiazanych z agonistami lub bez nich w ukladach
zblizonych do tych wystgpujacych w naturze, a wigc receptorOw bezposrednio zanurzonych
w btonie komorkowej. Przygotowane przeze mnie narzedzia i protokoty do wyznaczania
energii pochodzacej =z oddziatywania receptorow i/lub ligandow =z czasteczkami
rozpuszczalnika sa uniwersalne imozliwe do zastosowania takze w innych uktadach
symulacyjnych. Dzigki ich uniwersalno$ci mozna je zastosowaé takze w rozwijanych
wczesniej modutach analitycznych pakietu Amber jak na przyktad mdanal [6] lub
pozniejszych — jak carnal [50]. Zebrane zostaly takze wnioski wynikajace z obserwacji
potozen i roli samych czasteczek wody w odniesieniu do ich roli w wigzaniu ligandéw lub
stabilizacji struktur wyzszych rzedéw w uktadach wieloczasteczkowych. Opisane zostaty
takze pelnoatomowe struktury wybranych receptoréw hormonow neuroprzysadkowych
umieszczonych w adekwatnym modelu blony komérkowe;j i otoczone woda. Do tej pory nie
byly dostgpne zadne tego typu modele receptoréw pozbawione ligandow.

W przypadku HO8 osiagnigciem takim jest udowodnienie, z precyzja na poziomie
atomu, niekorzystnego wpltywu mutacji peptydoglikanu na skuteczno$¢ dzialania
wankomycyny, zréznicowanie wptywu modyfikacji na oslabienie dziatania antybiotyku oraz
zaproponowanie modyfikacji (podstawien) wankomycyny, ktére moglyby przeciwdziataé
ostabieniu jej dziatania.

Niewatpliwym osiagnigciem 1 kamieniem wegielnym w modelowaniu molekularnym

bakteryjnych $cian komérkowych sa same modele przygotowane w ramach prac nad H09.
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Pelnoatomowe reprezentacje usieciowanego peptydoglikanu, ktory w symulacjach wykazat
stabilno$¢ struktury, stanowi bogate zrodio informacji topologicznych 1 jest pierwszym
i prawdopodobnie jedynym takim modelem pelnoatomowym, sparametryzowanym dla
klasycznego pola sit Amber i to w dwoch, réznych modelach przestrzennych: warstwowym
1 klatkowym. Przygotowanie 1 upublicznienie tych modeli uwazam za swoje szczegdlnie
wazne osiagnigcie naukowe.

W HO09 przedstawitem takze mechanizm tworzenia dodatkowych oddziatywan
pomiedzy zmodyfikowana wankomycyna i peptydoglikanem oraz wyjasnitem powody roéznic
aktywnoS$ci trzech antybiotykow glikoproteinowych — wankomycyny, orytawancyny
1 telawancyny.

Dzigki pracom prowadzonym w ramach realizacji H10 opublikowatem pelng bibliotekg
modyfikowanych struktur wankomycyny oraz udostgpnitem komplet parametrow do
popularnych po6l sitowych, dzigki ktérym mozliwe jest odtworzenie lub rozwinigcie
przedstawionych przeze mnie prac dotyczacych opisu zachowan dynamicznych i oddzialywan
wystepujacych w kompleksach Van—PG. Dzigki temu umozliwilem skuteczne przewidywanie
aktywnos$ci biologicznej konkretnych analogéw Van. Badania te staly si¢ inspiracja dla
jednego z zespotow naukowych z Jawaharlal Nehru Centre for Advanced Scientific Research
do syntezy kilku wybranych analogéw Van. Potwierdzitem takze brak negatywnego wplywu
podstawienia dwucukru Van hydrofobowym tancuchem wegglowym oraz wskazalem sposob,
w jaki wplywa ono na rozpoznawanie i wigzanie ze $ciang komorki bakteryjnej. Jest
szczegOlnie wazne z punktu widzenia planowania takich modyfikacji Van, ktore utatwia
asocjacj¢ analogow Van na powierzchni Sciany komorkowej lub ich dimeryzacje.

Mimo braku prostej odpowiedzi na pytanie o przyczyny réznego przebiegu syntezy
niektorych czwartorzgdowych soli amoniowych i tak uwazam, ze prace H11 i H12 wniosty
znaczacy wklad w rozwdj reprezentowanej przez nie dyscypliny, poniewaz wyniki w nich
prezentowane dowodza, ze zmiany konformacyjne pierscieni cukrowych doskonale
odzwierciedlaja mozliwo$¢ eksponowania lub ograniczania dostgpu do atoméw, lub
fragmentow struktur bezposrednio bioracych udzial w syntezie. Prace te oferuja takze gotowe
narzedzie do przewidywania skutecznosci syntez w ztozonych ukladach zawierajacych
pierscienie furanozowe (ale przeciez nie tylko) oraz wskazuja, Ze oznaczenie rdznic
w wysokos$ci bariery energetycznej jest mozliwe niezaleznie od rodzaju uktadéw 1 moze (lub
powinno) by¢ stosowane przed synteza.

Olbrzymim osiagnigciem, a takze krokiem milowym w rozwoju nauk o zyciu jest
w przypadku H13 spojne, zarowno eksperymentalne, jak 1 przeprowadzone z uzyciem technik

chemii obliczeniowej, potwierdzenie wystgpowania nieopisywanych wczesniej oddziatywan
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angazujacych rozlegly obszar C-koncowy wankomycyny 1 jeden z tancuchow bocznych
pentapeptydu reprezentujacego peptydoglikan $ciany komoérkowej bakterii Gram-dodatnich.
Mo¢j wkiad w rozwoj dziedziny w przypadku H14 jest doskonale ,,widoczny” i dostgpny
online, poniewaz zmodyfikowany dzigki pracom nad H14 serwer UNRES jest publicznie
dostepna ustuga, z ktorej kazdy badacz wykorzystujacy gruboziarniste pola silowe moze
nieodptatnie skorzysta¢, a stosujac si¢ do niewielkich ograniczen (jak na przyktad do
koniecznosci bezposredniego wykorzystania uzyskanych na serwerze wynikow — bez
mozliwosci ich archiwizacji po stronie serwera), nawet bez rejestrowania si¢ w tej ushudze.
Zmodyfikowany przeze mnie serwer pracuje z najnowszym dostgpnym, rozwijanym na
biezaco, polem sit 1 umozliwia korzystanie w swoich obliczeniach z danych
eksperymentalnych we wszystkich najpopularniejszych 1 standaryzowanych formatach

wejsciowych.
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V. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO
ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI
NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ

Pisemne o$wiadczenia kierownikdw zespotow, z ktorymi wspolpracowatem, dotaczam

w Zalaczniku 6.

* W latach 2014-2018 wspotpracowatem naukowo z zespotem Gia Maisuradze, Baker

Laboratory, Department of Chemistry & Chemical Biology, Cornell University, Ithaca,

USA. Wspotpraca ta zaowocowala wspotautorskim rozdziatem w monografii naukowe;j
(pozycja r02 w punkcie IL2 ,Wykazu osiagnie¢ naukowych albo artystycznych,
stanowiacych znaczny wkiad w rozwoj okreslonej dyscypliny”, Zalacznik 4a (okreslanym

dalej jako ,,Wykaz”)).

* Wspolpraca z zespotem Jooyoung Lee, Korean Institute for Advanced Study, Seul,

Republika Korei, zaowocowata wspotautorskimi publikacjami a27 i a32 opisanymi w punkcie

I1.4 ,Wykazu” oraz wymianag doswiadczen zwiazanych z organizacja kolejnych
konferencjach ,,Protein Folding: Theoretical and Experimental Approaches” organizowanych

naprzemiennie w Polsce i w Korei od roku 2015). Wspdtpraca ta trwa od roku 2014.

* Moja aktywnos¢ naukowa dotyczaca wykorzystania oprogramowania UNRES
w pracach zespotu Silvii Crivelli, Lawrence Berkeley Lab, Department of Computer Science,

University of California, Davis, USA, zaowocowala czlonkostwem w grupach

konkursowych WeFold kierowanych przez Pania Profesor w eksperymentach ,,Community
Wide Experiment on the Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction”
(CASP), w edycjach 11-13 oraz wspotautorska publikacja a30 opisana w punkcie I1.4
»Wykazu”. Wspoélpraca ta trwa od roku 2014.

* Moja istotna aktywno$¢ naukowa w zespole Yi He, pracujacego Owczesnie w Baker

Laboratory of Chemistry and Chemical Biology, Cornell University, Ithaca, USA,

afiliowanego obecnie w University of New Mexico, Albuquerque, USA, dotyczyla rozwoju,
upowszechniania i wykorzystania oprogramowania UNRES. Wspotpraca ta zaowocowata
wspotautorstwem rozdziatu monografii opisanego w punkcie I1.2 ,,Wykazu” jako pozycja r02
oraz wspotautorstwem publikacji al0, al2, al9 oraz a26 opisanych w punkcie I1.4

»Wykazu”. Wspoélpraca ta trwa od roku 2013.
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* Moja aktywno$¢ naukowa w zespole tworzonym przez Jayant¢ Haldar, New Chemistry

Unit and School of Advanced Materials, Jawaharlal Nehru Centre for Advanced Scientific

Research, Jakkur Bangalore, Indie, oraz mojej osoby, nie zaowocowala jeszcze wspolnymi
publikacjami, jednak wspoipraca ta dostarczyta zespolowi prof. Haldara istotnych danych
strukturalnych, ktére pozwolily na syntez¢ wybranych analogdéw wankomycyny mi za$ na
zaprojektowanie mozliwych do uzyskania na drodze syntezy pochodnych wankomycyny
(opisanych czg$ciowo, migdzy innymi, w publikacji H10 (punkt L2 ,,Wykazu™)). Zebrane
dane zostana opublikowane w przygotowywanej wspolnie publikacji naukowej. Wspotpraca

ta zostala zawiazana w maju 2014 roku 1 trwa nadal.

* W Centrum Informatycznym Trojmiejskiej Akademickiej Sieci Komputerowej przy

Politechnice Gdanskiej, w zesztym roku zostalem konsultantem-ekspertem w zakresie
konsultacji merytorycznych 1 udziale w tworzeniu systeméw informatycznych w ramach
ogolnopolskiego projektu PIONIER-LAB — Krajowa Platforma Integracji Infrastruktur
Badawczych z Ekosystemami Innowacji. Konsultacje dotycza obliczen wieloskalowych
w chemii 1 biochemii. Dzial KDM CI TASK reprezentuje Rafal Tylman i to wiasnie jego

oswiadczenie o naszej wspolpracy znalazto si¢ w Zalaczniku 6, na stronie 9.

VI. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

* Od roku 2000 prowadzitem 26 przedmiotow (w tym 15 rodzajow wyktadow, 22
rodzaje ¢wiczen laboratoryjnych 1 1 ¢wiczenia audytoryjne) na studiach dziennych
stacjonarnych, na wszystkich trzech stopniach edukacji wyzszej, z czego 9 przedmiotow byto
w peni realizowanych metodami nauczania na odlegto$¢ oraz cztery kolejne w trybie blended
learning; wszystkie zakonczyly si¢ pozytywnym przyjeciem komisji ewaluacyjnych
1 oceniajacych; 17 sposrod tych przedmiotow byto w catosci moimi przedmiotami autorskimi.

Zastosowane w spisie prowadzonych przedmiotéw, ponizej, oznaczenia:
W — wyktad, L — ¢w. laboratoryjne, A — ¢w. audytoryjne

Technologia Informacyjna: L

Technologia Informacyjna Ochrony Srodowiska: L

Wstep do Informatyki: W, przedmiot autorski, studia podyplomowe

Opiekun Szkolnej Pracowni Komputerowej: L, przedmiot autorski, studia podyplomowe
Sieci, Internet, Multimedia: L, studia podyplomowe

Programy Uzytkowe: L, studia podyplomowe

Administracja Systemami Operacyjnymi: W, L, przedmiot autorski

Chemia Teoretyczna II: A

Systemy Operacyjne I: W, L, przedmiot autorski

Systemy Operacyjne II: W, L, e-learning, przedmiot autorski
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Modelowanie i Symulacje: L

Systemy Operacyjne i Programy Uzytkowe I: W, L, blended learning, przedmiot autorski
Systemy Operacyjne i Programy Uzytkowe II: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Modelowanie Molekularne: L

Programy Uzytkowe i Administracja Systemami Oper. 1: W, L, blended learning, przedmiot autorski
Programy Uzytkowe i Administracja Systemami Oper. 2: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Chemia Organiczna: L

Synteza Zwiazkow Biologicznie Czynnych: L

Tworzenie i Wlasno$¢ Materiatéw Informatycznych: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Grafika Molekularna: W, e-learning, przedmiot autorski

Wstep do Grafiki Molekularnej: W, e-learning, przedmiot autorski

Wstep do Modelowania Molekularnego: W, L, blended learning, przedmiot autorski

Metody Opisu i Udostepniania Danych i Wynikow: W, L e-learning, przedmiot autorski
Ustugi Sieciowe: W, L, e-learning, przedmiot autorski

Ustugi Sieciowe: L, e-learning, przedmiot autorski

Technologia Informacyjna w Chemii: W, L, blended learning, przedmiot autorski

Wymiar 1 tryb  prowadzonych  przedmiotow  znajduja  si¢ na  stronie
https://rafal.slusarz.edu.pl/dydaktyka

* Przeprowadzilem 4 przedmioty na studiach podyplomowych dla nauczycieli,
wspotfinansowane ze S$rodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego oraz budzetu Panstwa; sposrod nich: moje dwa autorskie przedmioty sktadaty si¢
z wykltadu (Wstep do Informatyki) 1 ¢wiczen laboratoryjnych (Opiekun Szkolnej Pracowni
Komputerowej); w dwoch pozostatych przedmiotach (Programy Uzytkowe oraz Sieci,
Internet, Multimedia) — jedynie prowadzitem ¢wiczenia laboratoryjne; odbyly si¢ dwie edycje
tych studiéw (2006-2008). Przedmioty te ujatem na petnej liscie prowadzonych przedmiotow,

w punkcie poprzednim, powyze;j.

* Przygotowatem i przeprowadzitem 2 kursy zewngtrzne (dla uczestnikow spoza UG;
obydwa kursy odbyly si¢ online), jeden z nich (Molekuly portret wiasny) zostat
przeprowadzony w ramach projektu strategicznego ,,Zdolni z Pomorza” (EFS, UE, Urzad
Marszatkowski, 2020), drugi (Kurs Gimp) miat charakter otwarty, bez podzialu na semestry
(w latach 2011-2013 uczestniczylo w nim $rednio 6 osdb rocznie); zostaly doskonale

ocenione w ewaluacjach.

* Przygotowatem 3 skrypty do ¢wiczen:

o 1 do ¢w. laboratoryjnych — samodzielnie (Techn. Inf. w Chemii),
o 1 do ¢w laboratoryjnych — wspoétautorsko (Techn. Inf)),

© 1 do ¢w. audytoryjnych — wspotautorsko (Chemia Teoret.)

* Pelne teksty ¢wiczen dla studentow wszystkich wymienionych wyzej przedmiotow

oraz skrypty i komplet materialow dydaktycznych do wszystkich przedmiotow autorskich
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(wymienione wyzej) byly przeze mnie udostgpnione w portalu internetowym

Podyplomowego Studium Informatyki przy Wydziale Chemii UG http://psi.chem.univ.gda.pl,

zostaly przeze mnie opublikowane na stronie domowej Wydzialu Chemii UG

http://www.chem.univ.gda.pl (obecnie https://chemia.ug.edu.pl), w Portalu Edukacyjnym UG

MESTWIN https://pe.ug.edu.pl, lub (nowsze/aktualnie prowadzone przedmioty) na stronie

https://rafal.slusarz.edu.pl

* Opracowatem i udostepnitem osobom upowaznionym skrypty powtoki do zarzadzania
kontami studentow odbywajacych dydaktyke w pracowniach TI Wydziatu Chemii UG oraz
od roku 1999 do dzis administruj¢ pracowniami TI 1 serwerem studenckim EtOH;
wspotadministruj¢ domena etoh.chem.ug.edu.pl utrzymywana w ramach ustugi G Suite

(dawniej: Google Apps dla Szkoét i Uczelni).

* Wyglositem 3 wyklady popularnonaukowe w ramach Dni Otwartych Wydzialu
Chemii UG 1 wydarzen popularyzujacych nauk¢ na UG.

* W ramach popularyzacji nauki (poza Dniami Otwartymi WCh UG) w ciagu 2 lat
przeprowadzitem seri¢ (60 godzin) warsztatow/Cwiczen laboratoryjnych (z zakresu chemii

ogo6lnej 1 organicznej) dla mtodziezy szkot podstawowych i1 ponadpodstawowych, 2021-2022.

* Uzyskatem 2 certyfikaty rozwoju kompetencji dydaktycznych (UJ, Krakéw, obydwa
w 2022 1.).

e Uzyskalem certyfikat e-nauczyciela przyznany przez Stowarzyszenie E-learningu
Akademickiego, SEA, Warszawa, 2013; ten i dwa poprzednio wymienione certyfikaty

dostepne sa na stronie https://rafal.slusarz.edu.pl/certyfikaty

e 7-krotnie uczestniczytem w organizacji Baltyckiego Festiwalu Nauki na UG (2011-
2017), corocznie w organizacji Dni Otwartych Wydziatu Chemii UG (od 2005), czterokrotnie
uczestniczytem w pracach Komitetu Organizacyjnego Polish-Korean Conference on Protein
Folding (co 2 lata od 2016 r.) oraz przygotowatem strony tych konferencji:
https://pkc.ug.edu.pl, (poprzednio: http://pkc2016.ug.edu.pl oraz http://pkc2018.ug.edu.pl),

tacznie z formularzami rejestracji 1 obstugi zgloszen.
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e Zaprojektowatem, wykonatem oraz obecnie administruj¢ portalem internetowym

https://unres.pl stuzacym zaréwno prezentacji i upublicznieniu pakietu obliczeniowego

UNRES, ale takze jako platforma przygotowawcza w kolejnych edycjach eksperymentoéw
Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction (CASP). Strona, oprocz
opisow 1 dokumentacji UNRES zawiera takze formularze rezerwacji i tabele opisu wszystkich
celow (w znaczeniu poszczegdlnych makromolekul bedacych podmiotem eksperymentow)
kolejnych edycji CASP. Zawiera wielopoziomowy mechanizm autoryzacji uzytkownikow

1 udostepnienia im tre$ci na podstawie uprawnien i poziomu dostgpu.

* Bylem czlonkiem:

o Rady Programowej ds. E-learningu UG (2012-2020)
Rektorskiej Komisji ds. Hoteli Asystenckich UG (2008-2012)
Rady Wydziatu Chemii UG (2005-2008)

Zespotu ds. Internetowej Rejestracji Kandydatow UG (2007)
Komisji Rekrutacyjnej Wydziatu Chemii UG (2005-2007)

(e]

[e]

[e]

(e]

* Uczestniczylem w przygotowaniu 1 prowadzeniu czgs$ci zaje¢ w ramach projektow
finansowanych z funduszy strukturalnych i1 Funduszu Spodjnosci (Migedzywydziatlowe
interdyscyplinarne studia doktoranckie Chemia z Fizyka realizowane w Uniwersytecie

Gdanskim, POWER, CHEM-FIZ).

VII. INNE INFORMACJE, WAZNE PUNKTU WIDZENIA WNIOSKODAWCY, DOTYCZACE JEGO
KARIERY ZAWODOWEJ

PRZEBIEG KARIERY ZAWODOWEJ
(uzupeienie informacji o dotychczasowym zatrudnieniu, vide p. I1L., powyzej)

Swoja karier¢ zawodowa rozpoczatem w roku 1999, konczac z wyrdznieniem, rok
przed czasem, jednolite studia magisterskie na Wydziale Chemii (WCh) Uniwersytetu
Gdanskiego. Jeszcze podczas studidow doktoranckich (1999-2004) zostalem zatrudniony na
posadzie technicznej na WCh (2001-2003), a pozniej na okres jednego roku jako asystent
w Katedrze Syntezy Organicznej. Przez caly ten czas, zarOwno podczas zatrudnienia
technicznego, jak i naukowo-dydaktycznego, prowadzitem zajgcia na studiach I. 1 II. stopnia
na kierunkach Chemia i Ochrona Srodowiska, oraz aktywnie uczestniczylem w badaniach
naukowych zaro6wno swojej macierzystej Katedry, jak 1 Katedry Chemii Teoretycznej. Dzigki

aktywnoS$ci w tej ostatniej, udato mi si¢ nawiaza¢ wspotprace z prof. H. Scheraga z Cornell
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University, a pdzniej z innymi zespotami z tego samego osrodka i osrodkéw zajmujacych si¢
podobna tematyka badan. W tym samym czasie bylem wykonawca w dwoch krajowych
1 jednym migdzynarodowym projekcie. W rozliczeniu tego ostatniego (FIRCA, pozycja pa0l
w p. IL. 9. ,,Wykazu”) zostalem wyrdzniony.

Po uzyskaniu tytulu doktora nauk chemicznych (2004) podjalem kolejne zatrudnienie na
posadzie technicznej (do 2006) 1 oprocz rozwoju naukowego, zwiazanego z chemia in silico
peptydow (w zespole prof. Bernarda Lammka), biatek (w zespole prof. Jerzego
Ciarkowskiego), gruboziarnistych pol sitowych (w zespole prof. Adama Liwo), oraz
prowadzenia zaje¢ na wszystkich trzech stopniach studidw, rozwijalem takze swoje
umiejetnosci informatyczne, zarowno od strony programistycznej (prowadzac strong www
WCh, oraz studiow podyplomowych), jak i technicznej (z racji obowiazkow stuzbowych
zajmowatem si¢ cato$cia infrastruktury sieciowej na WCh). Wtedy wlasnie opracowatem
1 wdrozytem dziatajace do przeniesienia WCh do nowej lokalizacji (2013) rozwiazania
technologiczne, o ktérych wspominam w p. IIl. 4. ,,Wykazu”.

Od roku 2006 jestem zatrudniony na posadzie adiunkta w Katedrze Chemii Organicznej
1 oprocz kontynuacji badan nad peptydami, biatkami i zastosowaniem gruboziarnistych poél
sitowych, zajatem si¢ takze ukladami cukrowymi 1 glikoproteinowymi pod o6wczesnym
kierownictwem prof. Andrzeja Wisniewskiego. Ten wlasnie temat z czasem stat si¢ gléwnym

nurtem mojego naukowego zainteresowania.

OTRZYMANE NAGRODY I WYROZNIENIA

* 1999: otrzymalem nagrode Procter & Gamble dla Najlepszego Absolwenta Uczelni
Wyzszych w Polsce,

e 2003: otrzymatem Nagrode Ministra Edukacji i Sportu, zespolowa,

e 2005: otrzymalem wyrdznienie Polskiego Towarzystwa Chemicznego za Najlepszq
Rozprawe Doktorskq z Dziedziny Chemii, wsrod rozpraw obronionych w 2004
roku

e 2005: zostalem wyrézniony w rozliczeniu projektu A simplified potential for protein
folding simulations, wspieranego przez Fogarty International Research
Collaboration Award,

* 2006: otrzymalem indywidualna Nagrod¢ Rektora UG (za osiggniecia i rozwdj
w pracy zawodoweyj),

e 2017: zostalem powotany na stanowisko prezesa Klubu Absolwentow Wydziatu Chemii
UG (nadal piastuje¢ ten urzad),

* 20201 2022: dwukrotnie otrzymatem zespotowa Nagrodg Rektora UG.
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PLANY ROZWOJU NAUKOWEGO

W zesztym roku nawiazatem wspotpracg naukowa z prof. Ewa Siedlecka zajmujaca sig
m.in. imidazoliowymi 1 pyrolidyniowymi cieczami jonowymi w ukladach z etanolem,
glikolem, gliceryna i mannitolem. Korzystajac ze swojego do$wiadczenia w modelowaniu
uktadow cukrowych oraz parametryzowaniu ukladow nietypowych uwazam, ze realizacja
takiego wtasnie tematu bedzie owocowata znaczacymi wynikami, a moze nawet odkryciami.

Zainteresowatem si¢ takze materialtami porowatymi MOF (ang.: Metal-Organic
Framework), ktére mozna wykorzysta¢ do dostarczania modelowanej wcze$niej przeze mnie
Van bezposrednio do zainfekowanych tkanek, eliminujac w ten sposob jej niekorzystne,
ogolnoustrojowe dziatanie. Tego typu tematyke chciatlbym rozwija¢ we wilasnym zespole,

ktérego zrab zawiazuje si¢ juz w mojej Katedrze.
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