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Zastosowanie nowych metod modelowania małocząsteczkowych ligandów

i ocena ich aktywności w układach biologicznych

INFORMACJE WSTĘPNE

Oddziaływania  międzycząsteczkowe  w  układach  biologicznych  są  kluczowe  dla

funkcjonowania  każdej  żywej  komórki.  Umożliwiają  tworzenie  złożonych  układów

cząsteczek, zapewniają trwałość układów biologicznych, a z drugiej strony umożliwiają ich

dynamiczne dostosowywanie się do otoczenia. Modyfikacja struktury dowolnej biomolekuły

prowadzi  do zmiany jej  właściwości  fizykochemicznych i  w konsekwencji  do zmiany jej

aktywności  biologicznej  [1].  Możliwe  jest  zatem  zaprojektowanie  lub  zmodyfikowanie

struktury cząsteczki, lub całego układu oddziałujących molekuł w taki sposób, aby uzyskać

pożądany efekt biologiczny [2].

Chcąc  przewidzieć  lub  odtwarzając  oddziaływania  występujące  w  układach

biologicznych,  możemy  zastosować  symulacje  ich  zachowania  na  jednym  z  trzech

podstawowych poziomów teorii.  Jeżeli modelowany układ jest relatywnie mały (składa się

z kilku  lub  kilkunastu  atomów),  to  do  symulowania  jego  zachowań  możemy  użyć

bezpośrednio metod kwantowo-mechanicznych, symulując zachowanie całego układu (H11–

12)  lub  możemy  symulować  zaledwie  jego  część  (na  przykład  w celu  jego

sparametryzowania, np. w pracach H01–10 i H13). W przypadku układów nieco większych,

liczących powyżej kilkunastu lub kilkudziesięciu atomów, z powodzeniem można użyć metod

półempirycznych  i  symulować  z  ich  użyciem  zachowanie  struktur  II-rzędowych  (jak  na

przykład  we wszystkich  pracach  cyklu  poza  H12 i  H14).  W skrajnym przypadku,  kiedy

chcemy zbadać  zachowanie  dynamiczne  lub  oddziaływania  większych  struktur  (liczących

powyżej kilkuset reszt aminokwasowych), zwłaszcza w większych skalach czasowych (rzędu

milisekund),  możemy zastosować  podejście  jeszcze  dalej  idące  i  potraktować  części  tych

struktur jako odrębne jednostki, uśrednione fragmenty. Modelowanie takich właśnie jednostek
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bądź  fragmentów  będzie  o  wiele  bardziej  wydajne  pod  względem  czasu  symulacji,  jak

i łatwości  analizy,  ale  wyniki  będą  się  odnosiły  do  całych  fragmentów  (łańcuchów  lub

wyodrębnionych grup), nie zaś do pojedynczych atomów je tworzących. Podejście tego typu

pozbawia  nas  możliwości  wskazania  konkretnych  atomów  (lub  grup  funkcyjnych)

odpowiadających za konkretne oddziaływania (co jest definicją tego poziomu teorii, mowa

bowiem o podejściu i o polach gruboziarnistych). Z tego powodu nie korzystałem z tego typu

pól,  a  jedynie  wykorzystałem  ich  założenia  w  ujęciu  pełnoatomowym   (H09–11,  H14).

Należałoby  tu  wspomnieć  o  jeszcze  jednym,  najniżej  rozdzielczym  modelu

(i odpowiadających  mu  polach  sił),  a  mianowicie  o  modelu  ciągłym,  który  znajduje

zastosowanie w układach o praktycznie dowolnej wielkości.  Korzystałem z niego podczas

badań realizowanych podczas  przygotowywania  H06 i  H11 –  wyłącznie  do symulowania

obecności rozpuszczalnika (konkretnie: wody) i tylko dlatego, że celem tych akurat symulacji

nie było badanie oddziaływań z udziałem środowiska.

Takie  wieloskalowe  podejście  umożliwia  uzyskanie  wyników  na  najwyższym

możliwym  poziomie  dokładności  z  jednoczesnym  umożliwieniem  zbadania  wzajemnego

oddziaływania  zarówno  małocząsteczkowych  ligandów  (opisywanych  przeze  mnie  we

wszystkich  pracach  cyklu),  jak  i  wielkich,  złożonych cząsteczek  lub  układów cząsteczek,

w relatywnie  dużych  skalach  czasowych  oraz  z  wyjściem  z  bezpiecznej  metodologicznie

strefy oceny zmian lokalnych.

Cykl  publikacji  stanowiący moje  osiągnięcie  naukowe prezentuje  założenia,  metody

i wnioski  wynikające  z  modelowania  oddziaływań  występujących  pomiędzy

małocząsteczkowymi ligandami a cząsteczkami chemicznymi o różnej wielkości. Ligandy te

występują jako związki endogenne w organizmach żywych (H02–03, H07–10, H13), lub są

substancjami egzogennymi, których struktury zostały zmodyfikowane, dzięki czemu są lub

mogą  być  stosowane  jako  leki  (H01,  H04–06,  H09–10)  lub  jako  czynniki  zwalczające

patogenne mikroorganizmy (H11–12).

Pierwsza  część  cyklu  prac  stanowiącego  moje  osiągnięcie  habilitacyjne  (H01–07),

opisuje badania związane z hormonami podwzgórza – argininową wazopresyną (hormonem

antydiuretycznym)  oraz  oksytocyną  (neuroprzekaźnikiem  powiązanym  z  akcją  porodową,

laktacją  i zachowaniami  społecznymi).  Ich  oddziaływanie  z  właściwymi  receptorami  było

także  porównane  do  oddziaływań  ligandów  zmodyfikowanych  –  część  ich  struktury  (np.

pojedyncze reszty aminokwasowe) były zastępowane innymi. W omawianych pracach część

prezentowanych modyfikacji  struktury tych dwóch hormonów została  zastosowana już  na

etapie syntezy tych związków i miała na celu zwiększenie ich aktywności lub wymuszenie

selektywności  w  ich  działaniu.  W  swoich  badaniach  skupiłem  się  na  tym,  jak  owe
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modyfikacje  wpływają  na  oddziaływanie  z  receptorem,  czy  modyfikacje  są  korzystne

i wywołują  zamierzone  efekty  biologiczne,  oraz  jakie  jeszcze  inne  modyfikacje  struktury

cząsteczki przyczyniłyby się do otrzymania cząsteczek o pożądanej aktywności. 

Druga część cyklu (H08–10, H13) są to prace dotyczące wankomycyny, antybiotyku

glikoproteinowego  naturalnego  pochodzenia.  Oddziaływanie  wankomycyny  z  naturalnym

(lub  o  zmutowanej  sekwencji  aminokwasowej)  fragmentem  peptydoglikanu  ściany

komórkowej bakterii Gram-dodatnich decyduje o poprawnym rozpoznawaniu i blokowaniu

syntezy peptydoglikanu warunkując bakteriostatyczne działanie tego antybiotyku. Modelując

oddziaływania  wankomycyny  z peptydoglikanem,  skupiłem  się  zarówno  na  samym

mechanizmie tego wiązania, jak i na możliwościach wykorzystania innych grup funkcyjnych,

aby doprowadzić do wzmocnienia lub uzupełnienia wyrugowanych oddziaływań. Opisałem

i zaproponowałem  takie  modyfikacje  struktury  wankomycyny,  które  zgodnie  z wynikami

przeprowadzonych  przeze  mnie  badań,  prowadzą  lub  mogą  prowadzić  do  przełamania

oporności  wypracowanej  ewolucyjnie  przez  bakterie  niewrażliwe  na  wankomycynę.

Większość przedstawianych tu zmian strukturalnych stanowią moje własne propozycje – ich

potencjalna skuteczność jest  omawiana w opisywanych pracach. Praca  H09 zawiera także

opis  modelowania  dwóch  modeli  ściany  komórkowej  bakterii  Gram-dodatnich  oraz  opis

symulacji  MD  i  preferowanych  konformacji  trzech  antybiotyków  glikoproteinowych:

wankomycyny, telawancyny i oritawancyny.

W przypadku prac  H11  i H12 przedmiotem moich badań były czwartorzędowe sole

amoniowe, pochodne nukleozydów o potencjalnym działaniu przeciwgrzybiczym, zaś praca

H14 scala  moje  doświadczenia  zdobyte  podczas  wykonywanego  wcześniej  modelowania

rozumianego jako samodzielne przygotowywanie modelowanych struktur oraz prowadzenie

symulacji  z wykorzystaniem  różnorodnych  narzędzi  –  gotowych,  jak  i  przygotowanych

samodzielnie  na  potrzeby  konkretnych  zadań  lub  wykorzystywanych  w  powtarzaniu

opracowanych samodzielnie algorytmów postępowania.

Przedstawiony  tu  cykl  prac  opisuje  spójny  zestaw  rozwiązań  technicznych,

metodologicznych i merytorycznych wykorzystujących modelowanie molekularne do badania

oddziaływań  i  zmienności  konformacyjnej  małocząsteczkowych  ligandów  występujących

w układach  biologicznych  o  określonych  właściwościach.  Wskazuję  w  nim,  jak  można

zastosować lub zmodyfikować znane narzędzia i metody, aby w nowatorski sposób zbadać

i cenić oddziaływania występujące w układach biomolekuł.
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OMÓWIENIE OSIĄGNIĘCIA

Dysponując ugruntowanym warsztatem pracy oraz wiedzą i danymi z zakresu aktywacji

receptorów  z  rodziny  GPCR  [3–4],  moim  pierwszym  i  podstawowym  zadaniem,  które

z biegiem czasu doprowadziło  do wyodrębnienia  niniejszego osiągnięcia  naukowego, było

przygotowanie  pełnoatomowych  modeli  receptorów  hormonów  neuroprzysadkowych:

wazopresyny (receptorów V1aR i  V2R) oraz  oksytocyny  (OTR),  opierając  ich  konstrukcję

o receptor rodopsyny wołowej w formie nieaktywnej  [5]. Zadanie to zostało zrealizowane

w ramach  działań  prowadzących  do  opublikowania  pracy  H01.  Celem  tej  pracy  było

określenie  wpływu  modyfikacji  wprowadzonych  w  argininowej  wazopresynie  (AVP:

CYFQNCPRG)  polegających  na  podstawieniu  2. i 3.  reszty  w  sekwencji  N-

metylofenyloalaniną  w  konfiguracjach  D  i/lub  L  oraz  określenie,  jak  takie  podstawienia

wpływają przede wszystkim na konformację samego hormonu, ale także na rodzaj i jakość

wiązania tego typu analogów AVP do oddziałujących z nimi receptorów oraz czy możliwe

jest  uzyskanie  zmian  konformacyjnych  receptorów  sugerujących  przyjmowanie  przez  nie

form aktywnych.

Mój wkład w powstanie tej pracy obejmował także pełną parametryzację wszystkich

niestandardowych, z punktu widzenia baz danych pakietu Amber [6], reszt aminokwasowych,

czyli  przede  wszystkim  N-metylofenyloalanin  o  konfiguracjach  D i  L.  Parametryzacja  ta

obejmowała przygotowanie pełnej geometrii nowych reszt aminokwasowych, czyli ustalenie

długości  wiązań  pomiędzy  poszczególnymi  atomami,  wartości  kątów  walencyjnych

i torsyjnych  oraz  wartości  ładunków  punktowych  związanych  ze  wszystkimi  atomami

nowoparametryzowanych reszt. Długości wiązań oraz typy atomów wykorzystanych podczas

konstrukcji nowych reszt zostały dobrane z wykorzystaniem interpolacji ich wartości i typów

atomów istniejących już w bazach pakietu Amber, zaś ładunki związane z poszczególnymi

atomami  zostały  przeze  mnie  ustalone  z wykorzystaniem  programu  Gamess  [7]  oraz

protokołu  RESP  [8–9].  Komplet  parametrów  został  następnie  wykorzystany  do

skonstruowania  trójwymiarowych,  pełnych modeli  analogów wazopresyny o sekwencjach:

[D-MePhe2,3]AVP, [D-MePhe2,MePhe3]AVP, [MePhe2,D-MePhe3]AVP oraz [MePhe2,3]AVP,

w konformacjach zgodnych z dostarczonymi przez współautorów  H01 eksperymentalnymi

danymi  strukturalnymi  (były  to  dane  pozyskane  metodami  spektroskopii  magnetycznego

rezonansu jądrowego dla struktur, których synteza została opisana wcześniej [10]).

Przygotowane w ten sposób analogi AVP zostały poddane dokowaniu molekularnemu

w kieszeniach  przygotowanych  receptorów  (każdy  analog  w  każdym  receptorze)

z wykorzystaniem oprogramowania AutoDock z użyciem algorytmu genetycznego [11–12],
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który  w  przeciwieństwie  do  wykorzystywanych  wcześniej  w  naszym  zespole  [13]

algorytmów statystycznych [14] zapewnił o wiele więcej poprawnych (zgodnych ze stanem

wiedzy)  oraz  korzystnych  energetycznie  wyników  dokowania.  Moim  wkładem

w przygotowanie  tej  części  badań  opisanych  później  w  H01 było  zaplanowanie

i przygotowanie protokołu wizualizacji położenia analogów AVP w kieszeniach receptorów

oraz nałożenie na siebie zadokowanych struktur w celu porównania ich konformacji przed

i po dokowaniu. Wykorzystałem do tego przygotowany przez siebie zestaw skryptów powłoki

generujących pliki wejściowe do większości popularnych programów wizualizacyjnych (jak

wykorzystywany  do  przygotowania  tej  pracy  Sybyl  [15],  czy  uniwersalne  narzędzie

pomocnicze RasMol [16]).

Po dokowaniu analogów AVP do wiążących je  receptorów, optymalizacji  geometrii

kompleksów,  minimalizacji  ich  energii  oraz  arbitralnym  wyborze  najkorzystniejszych

energetycznie kompleksów, zostało wykonane sterowane wyżarzanie ze schładzaniem (CSA)

[17–19] wybranych kompleksów, opis oraz dogłębna dyskusja uzyskanych wyników.

Logiczną konsekwencją przeprowadzonych w H01 badań było zastosowanie szablonu

konstrukcji receptorów V1aR, V2R oraz OTR opartych na aktywnej formie rodopsyny wołowej

[4]. Modelowanie molekularne prowadzące do uzyskania aktywnej formy rodopsyny (RD)

było  częścią  mojej  rozprawy  doktorskiej.  Posiadany  model  jej  aktywnej  formy  stanowił

doskonałą  bazę  do  konstrukcji  dowolnych receptorów hormonów neuroprzysadkowych ze

względu  na  ich  wysoką  homologię  sekwencyjną,  zwłaszcza  w helikalnych  odcinkach

błonowych  [20–26].  Dzięki  temu  zostały  przygotowane  dwie  kolejne  prace  wchodzące

w skład mojego osiągnięcia naukowego: H02 i H03.

W  celu  przygotowania  modeli  aktywnych  form  receptorów  V1aR,  V2R  i  OTR,

nałożyłem ich  sekwencje na szablon aktywnej formy RD. W tej  części  prac porównałem

konformacje  skonstruowanych  receptorów  hormonów  neuroprzysadkowych  przed  i  po

przygotowaniu ich form aktywnych (Rysunek 1).

Do modelowanych układów (w obydwu pracach:  H02 i  H03) zostały też przeze mnie

wprowadzone  dwa  dodatkowe  elementy:  podjednostka  α  białka  G  (Gα)  oraz  uwodniona

dwuwarstwa lipidowa (model POPC), opisana niżej.

Aktywacja receptorów należących do rodziny GPCR (receptorów wiążących białka G)

z definicji  przebiega z wiązaniem tychże białek do receptorów od strony komórkowej.  Po

uzyskaniu  formy aktywnej  dowolnego  receptora  tej  rodziny,  podczas  jego  wykorzystania

w symulacjach,  należy  zadbać  o  utrzymanie  tejże  formy  poprzez  zapewnienie  wiązania

z choćby  minimalnym  reprezentantem  tego  trimerycznego  białka.  Zdecydowałem  się  na
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użycie wyłącznie C-końcowych peptydów samej jednostki Gα, ponieważ wiadome było, że

tak mały fragment białka G w zupełności wystarczy do utrzymania całego receptora w formie

aktywnej [27–28]. Peptydy, o których mowa, są C-końcowymi fragmentami  Gsα(382–394)

dla  V2R  oraz  Gq/11α(347–359)  dla  V1aR  i  OTR. Fragmenty  te  zostały  przeze  mnie

zadokowane w miejscu i według wytycznych pochodzących z danych literaturowych [29–30],

oraz uzyskanych wcześniej wyników modelowania podobnych układów [31].

W badaniach opisanych w pracy H02, jak i H03, przygotowałem pełnoatomowe modele

naturalnych  ligandów  wiązanych  przez  modelowane  receptory.  Była  to  oksytocyna  (OT:

CYIQNCPLG,  wykorzystana  w  pracy  H02)  oraz  AVP (w przypadku  pracy  H03).  Są  to

ligandy endogenne,  wiązane  w organizmach żywych przez modelowane receptory.  Celem

tych  prac  było  nie  tylko  badanie  wiązania  samych  hormonów,  lecz  także  zmian

konformacyjnych  aktywnych  form  V1aR,  V2R  i  OTR  po  związaniu  ich  z  naturalnymi

ligandami.  AVP i  OT zbudowane  są  ze  standardowych  reszt  aminokwasowych,  które  są

obecne  w  bazach  programów  obliczeniowych,  natomiast  występujący  w nich  mostek

disiarczkowy  wymagał  parametryzacji  przed  modelowaniem.  Parametryzację  wykonałem
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Rysunek 1: Stereodiagramy aktywowanego modelu OTR (purpurowy) nałożone na strukturę
nieaktywnego  OTR  (zielony).  Panel  A –  widok  z boku,  równolegle  do  błony  komórkowej;
panel  B  –  widok  od  strony  cytozolowej.  Segment  C-końcowy  podjednostki  Gtα  jest
przedstawiony jako wstęga. Źródło: H02, Figure 2.
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w ramach prac wstępnych.

Przygotowane  ligandy  zostały  zadokowane  w  wiążących  je  receptorach,  poddane

optymalizacji geometrii i CSA, a następnie, na podstawie kryteriów energetycznych, zostało

wyselekcjonowanych  dwanaście  kompleksów  receptor–ligand  (po  dwa  kompleksy  OT

w receptorach V1aR,  V2R i OTR w  H02 oraz po dwa kompleksy AVP w receptorach V1aR,

V2R i OTR w H03). Kompleksy te zostały następnie zanurzone w uwodnionej dwuwarstwie

lipidowej  i  poddane  dynamice  molekularnej  (MD).  To  właśnie  podejście  stanowi  novum

i rozwinięcie metodologii stosowanej w badaniach prowadzących do H01.

Dodanie  do  układu  symulacyjnego  warstwy  lipidowej,  skonstruowanej

z powtarzających się 120-tu cząsteczek 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny

(POPC)  ułożonych  w dwóch  warstwach  [32–33]  pozwoliło  na  stopniowe,  acz  pełne

uwolnienie więzów pozycyjnych nałożonych na pozycje atomów Cα reszt aminokwasowych

receptorów. Dwuwarstwa lipidowa została otoczona cząsteczkami wody (model symulacyjny

TIP3P  [34]),  zaś  całe  periodyczne  pudła  symulacyjne,  zostały  zbilansowane  elektrycznie

z użyciem przeciwjonów (anionów chlorkowych).

Po przeprowadzonej w warunkach stałego ciśnienia i temperatury symulacji MD oraz

po wyborze korzystniejszych energetycznie kompleksów (spośród odpowiadających sobie par

kompleksów)  została  przeprowadzona  pełna  analiza  oddziaływań  pomiędzy  ligandami

a receptorami   w  badanych  kompleksach.  W  tej  części  realizacji  prac  przeprowadziłem

dodatkowo  pełną analizę i dyskusję zmian konformacyjnych receptorów podczas symulacji

MD (została ona przeze mnie zaprezentowana np. na wykresie Rysunek 2.
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Rysunek  2:  Reprezentacja  zmian  RMSd  obserwowanych  podczas  symulacji  MD.
Źródło: H03, Figure 3.
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Wnioski  wynikające  z  identyfikacji  konkretnych  reszt  aminokwasowych tworzących

kieszeń  wiążącą  receptorów  hormonów  neuroprzysadkowych  oraz  częściowo  współpraca

naukowa z Ferring Research Institute, San Diego, USA, posiadającym ówcześnie patent na

desmopresynę  (dDAVP:  [1-deamino,  8-D]AVP),  zaowocowały  badaniami  opracowanymi

w H04. W ramach tych właśnie badań przestudiowałem mechanizm wiązania dDAVP z V2R

w porównaniu  z wiązaniem  z  V1aR i OTR,  przy  czym  bardzo  istotne  okazały  się  wyniki

zebrane  wcześniej  w  H02,  zwłaszcza  te  opisujące  najsilniej  konserwatywne  reszty

zidentyfikowane w receptorze V2R. 

Desmopresyna jest bardzo silnym i selektywnym agonistą V2R (Tabela 1). Ligand ten

stanowił doskonałe narzędzie identyfikacji reszt aminokwasowych receptorów, które są lub

mogą być zaangażowane w oddziaływania z endogennymi lub egzogennymi agonistami lub

antagonistami. 

W  przygotowaniu  układów  symulacyjnych  użyłem  standardowo  wykorzystywanych

przeze  mnie  wcześniej  procedur  parametryzacji,  zaś  jako  szablonu  do  przestrzennej

konstrukcji  dDAVP  użyłem  struktury  kwasu  presynowego  [35].  Receptory  zostały

przygotowane w sposób analogiczny do opisywanego w  H02 i  H03 z zastosowaniem tych

samych reprezentantów podjednostek α białek G (Gsα dla V2R oraz Gq/11α dla V1aR i OTR). 

Po przygotowaniu przeze mnie pełnoatomowych modeli dDAVP oraz V1aR, V2R i OTR

wraz  z  odpowiednimi  podjednostkami  Gα,  zoptymalizowaniu  ich  geometrii

i zminimalizowaniu energii, ligand został wielokrotnie zadokowany do receptorów, uzyskane

kompleksy zostały poddane procedurze CSA, a następnie, spośród wszystkich kompleksów,

zostały  wybrane  po  dwa  najkorzystniejsze  energetycznie.  Wybrane  kompleksy  zostały

umieszczone  w uwodnionej  dwuwarstwie  lipidowej  (model  POPC),  zbilansowane

przeciwjonami do neutralizacji ładunku elektrycznego i poddane symulacji MD w warunkach

stałej temperatury i ciśnienia.  Spośród par kompleksów receptor–ligand zostały wybrane po

jednym i poddane analizie  oddziaływań oraz analizie  zmian konformacyjnych receptorów.

W przypadku kompleksów z V2R niestety w żadnym z dwóch symulowanych układów nie
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Tabela 1: Aktywność biologiczna AVP, OT, dAVP, DAVP i dDAVP w stosunku do odpowiednich receptorów.
Źródło: H04, Table I.
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udało  się  uzyskać  oczekiwanego

oddziaływania  z  resztą  D103  receptora

która, wg badań eksperymentalnych, jest

kluczowa  dla  wiązania  dDAVP  [36]

mimo  że  pochodzi  z  pętli

(zewnątrzkomórkowej),  a  nie  z domeny

przezbłonowej  (helikalnego  obszaru

błonowego  receptora).  Z  tego  właśnie

powodu,  położenie  liganda  zostało

ręcznie  zmodyfikowane  poprzez

przesunięcie go osiowo w kierunku pętli

zewnątrzkomórkowych  tak,  aby  znalazł

się  w  okolicach  pierwszej  pętli

zewnątrzkomórkowej.  Kompleks  został

następnie  zrelaksowany  z użyciem

procedury  CSA,  a  następnie  została

wznowiona symulacja  MD na czas 1 ns.

Zabieg ten w zupełności wystarczył, aby

uzyskać  oczekiwany  efekt  i poprawnie

odtworzyć  oznaczone  eksperymentalnie

oddziaływanie, a następnie umożliwić analizę jego wkładu do puli wszystkich oznaczonych

oddziaływań pomiędzy ligandem a receptorem.

W tej części badań prowadzących do H04, przeprowadziłem analizę zmian konformacji

dDAVP  w trakcie  symulacji  MD  łącznie  z  porównaniem  stanów  przed  i  po  dynamice

(Rysunek 3). Przygotowałem także analizę trwałości wiązania D-Arg8–D103 (Rysunek 4) oraz

analizę położeń cząsteczek wody w przebiegu symulacji MD (Rysunek 5).

Przeprowadzono identyfikację wszystkich utworzonych po symulacji MD i końcowych

optymalizacjach oddziaływań dDAVP z receptorami oraz receptorów z podjednostkami Gα.

Po raz pierwszy świadomie i celowo zwróciliśmy także uwagę na położenia cząsteczek wody,

które  dodane  jako  warstwa  zewnętrzna,  po  obydwu  stronach  symulowanej  błony

komórkowej,  wskutek  symulacji  MD  znajdowały  drogę  do  kieszeni  receptorów  i  często

pośredniczyły w wiązaniu podjednostek Gα, ale także stabilizowały położenia samych helis –

wiążąc i usztywniając ich względne odległości w części wewnątrzkomórkowej (Rysunek 6).

Zaobserwowaliśmy  tu,  że  oddziaływania  tworzone  z  pośrednictwem  cząsteczek  wody

bezpośrednio  wpływają  na  przestrzenną  organizację  części  wewnątrzkomórkowych  helis
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Rysunek 3: Stereodiagramy nałożenia dDAVP przed (szary) i
po (czarny) MD. A) i B) to dwa kompleksy w V2R, C) V1aR, D)
OTR. Źródło: H04, Figure 3.
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przezbłonowych.  W konsekwencji  wpływają  także  na ułożenie  helis  w błonie,  co  z  kolei

powoduje dopasowanie ich części zewnątrzkomórkowych. Ta sekwencja dopasowań wpływa

więc bezpośrednio także na ułożenie przestrzenne pętli zewnątrzkomórkowych. Te właśnie

wnioski  i obserwacje  mają  ogromne znaczenie  dla  symulacji  GPCR w ogóle  i  doskonale

obrazują  poprawność  przeprowadzonego  modelowania,  jak  i  szeroko  rozumianą  intuicję

chemiczną w tym zakresie.

Symulacje  kompleksów  zbudowanych  z wykorzystaniem  receptorów  hormonów

neuroprzysadkowych w formach bez aktywacji

było  naturalną  konsekwencją  wykorzystania

doświadczenia  zdobytego  w  badaniach

opisanych w  H04 i  stanowiły doskonały wstęp

do  późniejszej  pracy  porównawczej  H07.

W pracach  tych  (H05  i H06)  wykonałem

modelowanie  zsyntezowanych  wcześniej  [10,

37]  wybranych  analogów  AVP,  w których

wprowadzona została dodatkowa cyklizacja 4–9

(przedstawiona  na  rysunku  Rysunek  7)

i podstawienia  kwasem  merkaptopropionowym

(Mpa),  ornityną  (Orn),  kwasem

diaminomasłowym  (Dab),

diaminopropionowym  (Dap)  –  w  H05,  oraz

podstawienia  kwasem  2-amino-2-

indanokarboksylowym (Aic), Mpa lub  D-Arg –

w przypadku H06. Dodatkowa cyklizacja (H05)
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Rysunek  4: Zmiany odległości pomiędzy resztami W2.64 i
99, zakłócającymi mostek solny D-Arg–D103. Źródło: H04,
Figure 6.

Rysunek  5:  Przykładowa  ścieżka  ucieczki  cząsteczki  wody
z warstwy  solwatacyjnej  (odległość  od  miejsca
początkowego). Źródło: H04, Figure 8.

Rysunek  6: Reprezentacja oddziaływania receptor–ligand
za pośrednictwem cząsteczek wody. Źródło: H04, Figure 9.
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lub  podstawienie  resztami  o  wielkim,  aromatycznym łańcuchu  bocznym (H06)  stanowiły

duże  wyzwanie  symulacyjne,  ponieważ  tak  znaczące  modyfikacje  struktury  AVP

jednoznacznie determinują możliwości oddziaływania nowych analogów ze ściśle przecież

określonymi  możliwościami  oddziaływania  z  odpowiednimi  receptorami.  Przygotowany

przeze  mnie  plan  pracy  musiał  więc  uwzględniać  nie  tylko  ograniczoną  zmienność

konformacyjną  nowych  analogów AVP,  ale  także  wystąpienie  możliwych  niekorzystnych

oddziaływań  lub  zawad  wynikających  z wprowadzenia  do  sekwencji  AVP  reszty  Aic

w drugiej, lub trzeciej pozycji.

W procesie badań prowadzących do  H05  i  H06 zaplanowałem cały proces naukowy

oraz przygotowałem samodzielnie wszystkie modele opisywanych analogów AVP (4 w H05

oraz 9 w H06), co obejmowało pełną parametryzację 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 było przygotowywać jedynie ładunków punktowych;

wykorzystałem  oryginalne  ładunki  pochodzące  z  argininy  o  konfiguracji  L)  oraz

parametryzację  samego  mostkowania  4–9  analogów opisywanych  w  H05.  Wprowadzenie

w H06 reszty  o  wielkim,  aromatycznym  łańcuchy  bocznym  (Aic)  w  bezpośrednim

sąsiedztwie innej, aromatycznej reszty aminokwasowej (trzecia w sekwencji: Phe (analogi 1–

6),  lub  Tyr  (analogi  7–9))  musiało  bezpośrednio  wpływać  na  konformację  całego,

zmodyfikowanego pierścienia presynowego, stąd w pracy tej została przeze mnie postawiona

hipoteza o usztywnianiu zgięcia pierścienia właśnie w tym obszarze. Przygotowałem także
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Rysunek 7: Struktura analogów AVP; panel A: cyklo-(4-9)-[Mpa1, Lys4]AVP (analog 1); panel B: cyklo-(4-9)-[Mpa1, Orn4]AVP
(analog 2); panel C: cyklo-(4-9)-[Mpa1, Dab4]AVP (analog 3); panel D: cyklo-(4-9)-[Mpa1, Dap4]AVP (analog 4). Źródło: H05,
Figure 1.
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pełnoatomowe  modele  receptorów  V1aR,  V2R  i  OTR,  przeprowadziłem  relaksacje

i optymalizacje  wszystkich  cząsteczek,  które później,  na  drodze wykonanego przeze  mnie

dokowania molekularnego zostały złożone w kompleksy symulacyjne.  W obydwu pracach

dokowania  zostały  przeprowadzone  wielokrotnie  (po  100  razy  dla  każdego  z  czterech

analogów AVP w każdym z trzech receptorów w przypadku H05 oraz po 30 razy dla każdego

z dziewięciu analogów AVP w każdym z trzech receptorów w przypadku H06.

Proces symulacji obejmował relaksację przygotowanych przez dokowanie kompleksów,

z wykorzystaniem algorytmu CSA. W badaniach prowadzących do H05, wybór kompleksów

zakwalifikowanych  do  tego  etapu  poprzedzony  był  analizą  jakości  zadokowanych

kompleksów.  Analiza  ta  polegała  na  ocenie  położenia  liganda  zadokowanego  w kieszeni

wiążącej  każdego  receptora  (ograniczenie  położenia  do  samej  kieszeni)  oraz  spełnienia

zaplanowanych  kryteriów  energetycznych  (żaden  z  wyliczonych  komponentów

energetycznych nie mógł być niższy niż odpowiadający mu komponent w przypadku 96%

innych zadokowanych ligandów; wartość dobrana wg oceny własnej). Następnie wszystkie

zakwalifikowane kompleksy zostały poddane optymalizacji geometrii i minimalizacji energii

w polu  sił  Amber  ff99  [39] w  celu  półautomatycznego  wyeliminowania  wszystkich  tych

kompleksów, w których zadokowane ligandy były w jakikolwiek sposób przeplecione przez

łańcuchy boczne reszt receptora lub nie były wystarczająco związane z receptorem, aby prosta

minimalizacja  energii  takich kompleksów nie spowodowała ich oddzielenia  od ustalonych

dokowaniem pozycji w kieszeniach bez znalezienia korzystniejszych energetycznie położeń.

W przypadku badań prowadzących do H06 nie miała miejsca eliminacja kompleksów oparta

na  kryterium  komponentów  energetycznych,  ale  także  tu  optymalizacja  geometrii

i minimalizacja energii pozwoliły na zmniejszenie liczby kompleksów skierowanych do CSA.

Także w tej pracy zastosowałem dodatkowe podejście analityczne.  Przed CSA, a także po

nim, przeprowadziłem podział ligandów na rodziny konformacji wg kryterium podobieństwa

odchylenia  miary  RMS przeprowadzony w zestawie  narzędzi  MMTSB [40].  Analiza  tego

typu  ilościowo  określa  preferencje  wiązania  określonych  ligandów  w  kieszeniach

wykorzystanych receptorów i umożliwia łatwy wybór reprezentantów każdego kompleksu do

dalszych symulacji lub końcowych ocen jakości wiązania danego typu liganda z wybranym

receptorem. 

W  przypadku  obydwu  tych  prac  została  przeprowadzona  pełna  analiza

zidentyfikowanych oddziaływań oraz analiza porównawcza jakości wiązania poszczególnych

ligandów.  W  przypadku  badań  prowadzących  do  H06 istotnym  problemem  było  jednak

zachowanie  się  konformacyjne  całego  zmodyfikowanego  pierścienia  presynowego

skorelowane ze zmianami kątów φ, ψ a przede wszystkim ω sąsiadujących ze sobą reszt o
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aromatycznych  łańcuchach  bocznych  (reszt  2.  i  3.)  wszystkich  modelowanych  analogów

AVP.  W  celu  łatwej  identyfikacji  preferencji  konformacyjnych  tego  obszaru  ligandów

zaproponowałem test preferencji konformacyjnych oparty na pomiarze i analizie względnych

położeń  pierścieni  aromatycznych  obydwu  ocenianych  tu  pozycjach  sekwencji.

Zaproponowałem  tu  pomiar  wirtualnego  kąta  walencyjnego  tworzonego  pomiędzy

pierścieniami  aromatycznymi  w taki  sposób,  aby  ocena  wartości  samego  tego  kąta

jednoznacznie obrazowała względne położenia całych łańcuchów bocznych, a przez to także

zachowanie  łańcucha  głównego  w  obszarze  reszt  aminokwasowych  2.  i  3.  (Rysunek  8).

Okazało  się,  że  pomysł  jest  tak  skuteczny,  że  proste  porównanie  miar  oznaczanego  kąta

pozwala na jednoznaczne zróżnicowanie porównawcze analogów o podobnych preferencjach

konformacyjnych, uzasadnienie wystąpienia (lub jego braku) wyprostowanych (rozłożonych

przestrzennie  liniowo)  fragmentów  początkowych  (N-końcowych)  wszystkich  ligandów,

a przez  to  możliwość  wystąpienia  (lub  jego  brak)  oczekiwanych  wiązań  i oddziaływań

w kieszeniach wiążących je receptorów (co jest widoczne na rysunku  Rysunek 9 i w tabeli

Tabela  2)  potwierdzonych  doskonałą  korelacją  z  wynikami  farmakologicznych  badań

eksperymentalnych [41–45]. 

Aby  zrozumieć  zmiany

konformacyjne  badanych

analogów  AVP,  dwa  z  nich

(reprezentujące dwie odmienne

grupy)  zostały  podane

symulacji  MD  w  wodzie,

w modelu  ciągłym

rozpuszczalnika  [46]  w  czasie

symulacji 3,5 ns. Analiza, którą

następnie  przeprowadziłem,
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Rysunek 8: Kąt Aic-Ar. Ar oznacza resztę Phe (w analogach
1-6) lub Tyr (w analogach 7-9). Źródło: H06, Figure 2.

Rysunek 9:  Stereoreprezentacja  nałożenia  analogu  1
(czarny)  na  analog  7  (szary)  po  5,3  ns  MD.  Źródło:  H06,
Figure 4.

Tabela  2:  Rozkład wirtualnych  kątów walencyjnych  Aic-Ar w zależności  od
receptora i analogu. Źródło: H06, Table 4.
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potwierdziła,  że  obydwa  wybrane  analogi  (analog 1 i analog 7)  rzeczywiście  mogą

poprawnie  reprezentować  grupy  o podobnych  właściwościach  i preferencjach

konformacyjnych (odpowiednio grupę analogów  1–6 oraz  7–9).  Preferując one konkretne,

powtarzalne  konformacje  makropierścieni  (Rysunek  9),  a  także  utrzymują  konsekwentnie

oznaczone wcześniej miary wirtualnych kątów pomiędzy resztami aromatycznymi łańcuchów

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

Obserwacje  dotyczące  zachowania  się  i  roli  cząsteczek  wody,  które  pośredniczą

w oddziaływaniach pomiędzy ligandem a receptorem oraz fragmentem białka G a receptorem,

zostały zostały częściowo omówione w pracy H04. 

Podobne obserwacje poczyniliśmy już podczas realizacji prac H02, H03 i H05, a także

trzech starszych, niewchodzących w skład niniejszego osiągnięcia (pozycje b06, b09 i a01 na

dołączonym  do  Wniosku  Wykazie  osiągnięć  (Załącznik  4a)). Samo  zagadnienie

oddziaływań  tworzonych  za  pośrednictwem  cząsteczek  wody  wydało  się  nam  na  tyle

interesujące  i ważne,  że  zdecydowaliśmy  się  na  przeprowadzenie  dodatkowych  symulacji

zachowania układów i ich analizę pod tym właśnie kątem.

Moją  rolą  w przygotowaniu  układów  symulacyjnych  była  konstrukcja  modeli

przestrzennych  samych  receptorów  V1aR,  V2R  i OTR,  zoptymalizowanie  ich  geometrii

i minimalizacja energii. Aby łatwo można było porównywać zachowanie się cząsteczek wody

w symulacjach  pustych  (niezwiązanych  z żadnymi  ligandami)  receptorów  z symulacjami

prowadzonymi  z  zadokowanymi  AVP  lub  OT,  wykorzystałem  receptory  zbudowane

wcześniej  przeze mnie,  oparte na nieaktywnej formie RD [5], o odpowiednio zmutowanej

sekwencji,  aby  uzyskać  poprawne  sekwencje  V1aR,  V2R  i OTR.  Poddałem  je  relaksacji

z wykorzystaniem protokołu  CSA i  krótkiej  (500 ps)  dynamice,  a następnie  minimalizacji

energii  w  polu  sił  Amber  ff99.  Ligandy  (AVP i  OT)  zostały  przeze  mnie  przygotowane
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Rysunek  10:  Zmiana  wartości  wirtualnego  kąta
walencyjnego  Aic-Ar  podczas  symulacji  MD  analogu  7.
Źródło: H06, Figure 6.

Rysunek  11:  Zmiana  wartości  wirtualnego  kąta
walencyjnego  Aic-Ar  podczas  symulacji  MD  analogu  1.
Źródło: H06, Figure 5.
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z wykorzystaniem  procedur  opisanych  poprzednio,  a następnie  zrelaksowane

z wykorzystaniem protokołu CSA, jednak bez stosowania wiązań pozycyjnych [17].

Z tak przygotowanych komponentów zostały następnie skompletowane pełne układy

symulacyjne: receptory V1aR, V2R i OTR puste (niezwiązane z żadnymi ligandami), ale także

te same receptory z zadokowanymi, odpowiednimi ligandami (ich agonistami: AVP w V1aR

i V2R oraz OT w OTR). Zostały one umieszczone w dwuwarstwie lipidowej (model POPC),

zbilansowane przeciwjonami  do neutralizacji  ładunku układu i  otoczone  warstwą wody –

wszystko  to  z zachowaniem  periodyczności  układów.  Układy  (6  kompleksów)  zostały

poddane symulacji MD w ciągu 1 ns symulacji, a następnie poddane pełnej analizie położeń

i tworzenia wiązań z udziałem cząsteczek wody. Moje zadanie w tej części realizacji badań

prowadzących do H07 polegało na zaplanowaniu i przeprowadzeniu protokołu postępowania,

który pozwalał na ocenę lub pomiar jakości oddziaływań samych cząsteczek wody, lub z ich

udziałem,  wyrażonych  jako  energia  takich  oddziaływań.  Zadanie  to  zrealizowałem

przygotowując  własne  skrypty  służące  do  identyfikacji  zaangażowanych  w  wiązania

cząsteczek wody oraz moduł  anal pochodzący z pakietu Amber [6].  Energie  oddziaływań

obliczyłem jako sumę oddziaływań elektrostatycznych i  van der  Waalsa  stosując promień

odcięcia równy 9 Å, zaś uzyskane wyniki przedstawiłem w tabeli (Tabela 3). 

Wybierane  dotychczas  przeze  mnie  narzędzia  oraz  metody  badania  oddziaływań

w układach białkowych okazały się na tyle skuteczne, że postanowiłem zastosować je także

do oceny jakości  oddziaływań w układach cukrowych i  glikoproteinowych. W ten sposób

przygotowałem prace  H08–H10 i  częściowo pracę  H13. We wszystkich tych przypadkach
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Tabela 3: Energie oddziaływań pomiędzy  cząsteczkami wody a resztami aminokwasowymi kieszeni wiążących receptorów.
Źródło: H07, Table 2.
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nadal  mamy  do  czynienia  z  układem  oddziałującym  typu  receptor–ligand,  przy  czym

„receptorem” można nazwać C-końcowy pentapeptyd  peptydoglikanu (PG) reprezentujący

ścianę komórkową bakterii Gram-dodatnich, zaś „ligandem” jest tu cząsteczka wankomycyny

(Van) – glikoproteinowego antybiotyku. Co prawda Van (o liczbie atomów poniżej 150) jest

większa od pentapeptydu (o liczbie atomów w przedziale 300–800), jednak to właśnie Van

jest  cząsteczką  „poszukującą”  właściwego  dopasowania  i  to  ona  zbliża  się  do  miejsca,

w którym może nastąpić jej wiązanie. Peptydoglikan (rozumiany jako ściana komórkowa) jest

zdecydowanie większy od Van jednak, analogicznie do par „hormony nauroprzysadkowe–

GPCR”,  modyfikować  możemy  tylko  tę  cząsteczkę,  na  którą  mamy  jakikolwiek  wpływ,

a więc ligand, którym w tym przypadku jest Van. 

Modelowanie zachowań dynamicznych Van jest o tyle trudne, że wymaga specjalnego

potraktowania  tej  cząsteczki  jako  całości,  mimo  że  składa  się  z  dwóch  części

o zróżnicowanych  właściwościach  i  w  konsekwencji  różnych  pod  względem  wymagań

stawianych wykorzystywanym polom siłowym. Części te, to makrocykl zbudowany z reszt

Gly  (także  podstawianych  łańcuchem  bocznym  w postaci  Phe),  reszt  Tyr  (dodatkowo

podstawionych atomami Cl),  reszt  Asp i  Leu (także  metylowanych),  zaś  z  drugiej  strony

dwucukier zbudowany z wankozaminy i  D-glukozy (Rysunek 12). Taka budowa cząsteczki

wymaga  zastosowania  parametryzacji  obejmującej  zarówno  ugrupowania  białkowe,  jak

i cukrowe.  Osiągnąłem to  łącząc  parametry  pól  glycam04  [47–48]  i  ff03  [49]  w pakiecie

Amber  [50].  Przedtem  jednak  samą  Van  musiałem  w  pełni  sparametryzować.  Ładunki

punktowe pozyskałem używając oprogramowania Gamess [7] i korzystając z protokołu RESP

[9]  w pakiecie  Amber.  Po  wprowadzeniu  tych  niestandardowych  parametrów  do  bazy
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Rysunek 12: Stereoreprezentacja cząsteczki wankomycyny. Źródło: H08, Figure 1.
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parametrów  pakietu  Amber,  możliwe  było  wykonanie  obliczeń  dotyczących  oddziaływań

symulowanych przeze mnie układów.

Według  mojego  planu  pierwsze  symulacje  oddziaływań  pomiędzy  Van

a pentapeptydem reprezentującym PG ściany komórkowej bakterii (Ala-D-Glu-Lys-D-Ala-D-

Ala) musiały dotyczyć układu niezmodyfikowanego żadnymi podstawieniami ani mutacjami

sekwencji.  Jest  to  symulacja  bazowa,  do  której  później  można  odnosić  wyniki  kolejnych

symulacji i tylko w ten sposób można poprawnie wyciągać jakiekolwiek wnioski dotyczące

wpływu danej  modyfikacji  na jakość oddziaływania.  W badaniach prowadzących do  H08

zastosowałem 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 dotyczyły podstawienia

dwóch C-końcowych reszt D-Ala resztami Ala w konfiguracji L oraz resztą D-Lac i/lub D-Ser)

oraz niezmienioną strukturę Van. W przypadku badań prowadzących do  H13, pentapeptyd

był  dodatkowo  podstawiony  kwasem  muraminowym  (Mur)  na  N-końcu,  nie  był  jednak

modyfikowany w części C-końcowej, lub był modyfikowany z użyciem reszty D-Ser (w pracy

H13 używane są wtedy oznaczenia odpowiednio MPP-D-Ala lub MPP-D-Ser). Zastosowanie

Mur dodatkowo upodabniało skonstruowany pentapeptyd do PG, choć nie było to konieczne,

ze względu na potwierdzone działanie samego pentapeptydu jako wystarczającego substytutu

całej struktury PG [52–54].

Celem  przeprowadzonego  w H08 modelowania  było  sprawdzenie,  w  jaki  sposób

modyfikacje  struktury  PG  wpływają  na  moc  wiązania  Van.  Niezbędne  więc  było  takie

przygotowanie  kompleksów  startowych,  aby  jak  najdokładniej  odzwierciedlały  one  stan

wyjściowy – stan, w jakim znajduje się aktywny kompleks Van z PG ściany komórkowej,

którego postać jest znana z wyników badań rentgenostrukturalnych  [52–54]. Kompleks taki

został przeze mnie zilustrowany na grafice (Rysunek 13).

Sześć  reprezentantów  PG  (5  modyfikowanych  i  1  natywny)  zostało  przeze  mnie

sparametryzowanych,  ich  geometrie  zostały  zoptymalizowane  przez  zminimalizowanie

energii w polu sił  ff03, a następnie wstępnie zadokowanych w miejscu wyznaczonym przez

natywny  kompleks  Van–pentapeptyd.  Kompleks  taki  dostępny  jest  w bazie  RCSB  PDB

(rcsb.org [55]) pod oznaczeniem 1FVM [56].  Następnie przeprowadziłem krótką,  wstępną

symulację  MD  tak  przygotowanych  kompleksów  z utrzymaniem  stałych  odległości

wyznaczonych  przez  5 wiązań  wodorowych  obecnych  w kompleksie  natywnym.  Takie

wzajemne  dopasowanie  się  oddziałujących  indywiduów  pozwoliło  na  wyeliminowanie

niebezpieczeństwa  oddysocjowania  oddziałujących  cząsteczek  wskutek  naprężeń

strukturalnych, nie zaś wskutek zbyt słabego lub niemożliwego do utrzymania oddziaływania
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pomiędzy nimi. Tego typu podejście metodologiczne uzależnia modelowanie molekularne od

dostępnych wyników badań eksperymentalnych, które nie mogą być pominięte w żadnych

rozważaniach teoretycznych. Po stopniowym uwolnieniu więzów nałożonych na tworzone w

kompleksie  Van–PG  wiązań  wodorowych,  przeprowadziłem  swobodną  symulację  MD

wszystkich  kompleksów  w  wodzie  modelowanej  jako  środowisko  ciągłe  [57–58].  Po

symulacji  MD  przeprowadziłem  analizę  energii  wiązania  wszystkich  kompleksów

z zastosowaniem algorytmu MM/PBSA [59], dzięki czemu mogłem przeanalizować energię

swobodną  samego  oddziaływania  pomiędzy  PG  a  Van  bez  konieczności  uwzględniania

rodzaju  modyfikacji  PG.  Oceniłem  także  zachodzące  w  czasie  symulacji  MD  zmiany

konformacyjne  zarówno  PG,  jak  i  Van.  Dodatkowo  oceniłem  ilościowo  tworzone

i utrzymywane oddziaływania pomiędzy PG a poszczególnymi częściami Van. Części te, to

osobno  rozpatrywana  część  cukrowa,  a  także  N-koniec  i  C-koniec  Van.  O  ile  kryterium

energetyczne (obliczone energie swobodne wiązania PG do Van) okazały się nieróżnicujące

ze względu na swoje podobieństwo (po uśrednieniu po całej trajektorii), to liczba tworzonych

w  trakcie  symulacji  MD  bezpośrednich  oddziaływań  okazały  się  dobrym  parametrem

różnicującym jakość wiązania w symulowanych kompleksach. W ocenie samych symulacji

zaproponowałem obszary i rodzaje modyfikacji Van, które mogłyby podnieść jej skuteczność

w leczeniu infekcji wywołanych przez enterokoki oporne na leczenie wankomycyną (VRE),

ponieważ  to  u  nich  właśnie  występują  mutacje  PG  opisane  i wykorzystane  przeze  mnie

w pracy H08.
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Rysunek 13: Miejsca wiązania PG do Van. Źródło: H13, Figure 1.
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Nieco  inne  podejście  zastosowałem  podczas  badań  opisanych  w  pracy  H13.

Dysponowałem tu wynikami opublikowanymi przeze mnie wcześniejszej w pracy  H09, na

podstawie których mogłem stwierdzić, że łańcuch boczny Lys należącej do PG (w pracy H13

był to muramylopentapeptyd, MPP) może bezpośrednio oddziaływać z C-końcową częścią

Van (Rysunek 14).  W badaniach realizowanych w ramach  H13 oddziaływanie  to  zostało

potwierdzone zarówno eksperymentalnie  (z  użyciem technik  spektroskopii  magnetycznego

rezonansu jądrowego (NMR) MPP i Van w roztworze będącym mieszaniną H2O i D2O), jak

i na drodze przeprowadzonych przeze mnie symulacji zachowań dynamicznych kompleksów

Van–MPP-D-Ala i Van–MPP-D-Ser.

Zaplanowałem  procedurę  weryfikacji  hipotezy  o tworzeniu  wiązania  pomiędzy  Lys

i karbonylowymi  atomami  tlenu  C-końcowego  fragmentu  Van.  Aby  zrealizować  ten,  cel

opracowałem i  zastosowałem protokół  stopniowego uwalniania  ograniczeń  nałożonych na

odległości utrzymywane początkowo w celu dopasowania wzajemnych położeń i konformacji

Van  i MPP.  Po  ich  całkowitym  zniesieniu  przeprowadziłem  swobodną  symulację  MD

w pudle periodycznym wypełnionym cząsteczkami wody (model TIP3P) pudle periodycznym

z  nadmiarową  warstwą  wody  o  grubości  10  Å  w  każdą  stronę,  licząc  od  najbardziej

wysuniętego  atomu  w  stanie  początkowym  kompleksu,  z promieniem  odcięcia  obliczeń

wkładów oddziaływań niewiążących równym 9 Å.
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Rysunek 14: Oddziaływania w kompleksie MPP-D-Ala–Van. Postulowane oddziaływanie z
łańcuchem bocznym Lys oznaczone zostało kolorem czerwonym. Źródło: H13, Figure 9.
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Po  symulacji  MD  przeprowadziłem  pełną  analizę  odległości  pomiędzy  tworzącymi

wiązania  wodorowe  parami  atomów  –  zarówno  dla  wiązań  tworzonych  natywnie

w kompleksach  Van–MPP  (Rysunek  15),  jak  i  w  przypadku  dodatkowych  oddziaływań,

zaobserwowanych podczas prowadzonych badań (Rysunek 16). Oddziaływania te są obecne

pomiędzy karbonylowymi atomami tlenu C-końca wankomycyny (oraz dodatkowo protonem

HB (42) Van) a łańcuchem bocznym Lys. Zauważyłem też doskonałą zbieżność wyników

NMR z wynikami  przeprowadzonych  symulacji  MD oraz  zaprezentowałem przykładowy,

pełnoatomowy kompleks  Van–MPP-D-Ala  spełniający  wszystkie  eksperymentalne  kryteria

jego utworzenia.

Wspomniane wcześniej  wyniki dotyczące oddziaływań fragmentu C-końcowego Van

zostały przedyskutowane w ramach H09. W pracy tej zaproponowałem 5 różnych podstawień

C-końca Van (3 łańcuchowe i 2 cykliczne heksozy) tworzących kompleksy z natywnym, C-

końcowym  pentapeptydem  PG.  W  wyniku  przeprowadzonego  przeze  mnie  modelowania

(parametryzacje, optymalizacje, MD) oraz analizy odległości i odchyleń RMSd, wskazałem

najkorzystniejsze (z punktu widzenia wzmacniania oddziaływań z PG) modyfikacje struktury

Van  oraz  przedyskutowałem  rolę  samego  fragmentu  C-końcowego  Van  w  wiązaniu  PG.

W pracy tej zawarłem także opis konstrukcji, optymalizacji i pełnej dynamiki trzech innych

antybiotyków glikoproteinowych: wankomycyny, orytawancyny [60–61] i telawancyny [62–

63]. Oprócz analizy zmian energii oraz zmian konformacyjnych modelowanych antybiotyków

podczas  symulacji  MD  przeprowadziłem  także  ich  podział  na  rodziny  według  kryterium

podobieństwa  konformacji,  jaką  przyjęły  podczas  1,2 ns  symulacji  MD w periodycznym,

sześciennym pudle o krawędzi 60 Å wypełnionym cząsteczkami wody. Wyniki  dotyczące

rodzin  konformacji  zaprezentowałem  w  nowatorski  sposób,  a  mianowicie  dokonałem

uproszczenia  strukturalnego  modelowanych  cząsteczek  w  taki  sposób,  że  uwidocznione
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Rysunek  15:  Zmiana  długości  wiązań  wodorowych  w
kompleksie PG–Van. Źródło: H13, Figure 11.

Rysunek  16:  Długości  postulowanych,  dodatkowych  wiązań
Van–Lys. Źródło: H13, Figure 12.
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zostały jedynie ogólne zarysy samych cząsteczek, bez uwzględniania położeń poszczególnych

atomów je budujących (Rysunek 17). Był to zabieg, który umożliwił  przedstawienie każdej

z cząsteczek  w reprezentacji  pośredniej,  pomiędzy  reprezentacją  pełnoatomową

a reprezentacją stosowaną w ujęciu reszt uśrednionych (ang.: united residues). Umożliwia to

łatwiejszy  odbiór  prezentowanych  wyników  i zachęca  czytelnika  do  sięgnięcia  także  do

suplementu  (dodatku  do  samej  publikacji)  w  celu  zilustrowania  omawianych  wyników

modelowania.

Najważniejszą częścią omawianej pracy jest modelowanie i ocena oddziaływań dwóch

różnych, mocno rozbudowanych modeli samej ściany komórkowej bakterii Gram-dodatnich.

Modele ściany komórkowej zostały skonstruowane na podstawie dwóch zestawów zupełnie

odmiennych przesłanek eksperymentalnych i przedstawiały dwa zupełnie różne podejścia do

problemu.  Model  warstwowy  (ang.:  layered)  zakładał  ułożenie  łańcuchów  cukrowych

tworzących ścianę równolegle z jej kierunkiem [64–67], zaś model klatkowy (ang.: scaffold)

zakładał  ich  ułożenie  prostopadle  do  tworzonej  ściany  [68–72].  Jakościowo  (biorąc  pod

uwagę  skład  ściany  w obydwu modelach)  nie  różniły  się  one  od  siebie,  jednak  ułożenie

w przestrzeni powtarzających się jednostek dwucukru GlcNAc-MurNAc (Glc – glukozamina)

oraz  peptydów  łączących  łańcuchy  cukrowe,  stanowi  fundamentalną  różnicę  w sposobie

asocjacji  i  wiązania  absolutnie  wszystkich  cząsteczek  wiążących  się  z  taką  ścianą

komórkową.

W pracy  H09 przedstawiłem krok po kroku proces planowania i konstrukcji obydwu

modeli:  od wykorzystanych parametrów i pól siłowych, przez konstrukcję poszczególnych

cegiełek  składowych i  w końcu całych łańcuchów złożonych ostatecznie  w pełne  modele

ścian. Obydwa modele zostały uzupełnione okalającą je warstwę wodną, która niestety nie

mogła  tworzyć  periodycznego  pudła  –  ze  względu  na  gigantyczne  rozmiary  układów

(Rysunek  18).  Zastosowałem  otoczkę  solwatacyjną  siłowo  utrzymywaną  w  odległości
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Rysunek 17: Wizualizacja uproszczenia struktur, kolejno: wankomycyny, oritawancyny i  telawancyny. Na podstawie:
H09, Figures 18-20.
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20 Å od peptydoglikanu (według procedury  SolvateShell pakietu Amber [73]). Okazała się

ona wystarczającą symulacją nieskończonego środowiska zewnętrznego i nie wpływała na

zachowanie eksponowanych części PG. Te łańcuchy glikanowe PG, które stanowiły krawędź

modelu, nie zostały przeze mnie połączone kolejnymi mostkami peptydowymi [74–75], przez

co były o wiele bardziej narażone na zaginanie i deformacje, niż te łańcuchy glikanowe, które

znalazły się w środku modelu. Dyskutując o tym w pracy, zwróciłem uwagę na to, że można

rozwiązać ten problem wprowadzając warunki periodyczne obejmujące sam peptydoglikan,

a nie tylko otaczające go środowisko wodne (jak robiłem to w przypadku badań opisywanych

w H02–04,  H07,  H10 czy  H13). W ten sposób skrajnie ułożone łańcuchy glikanowe także

byłyby mostkowane peptydami, przy czym peptyd mostkujący kierowałby się wzdłuż jednej

z osi układu współrzędnych, równoległej do powierzchni ściany komórkowej i prostopadłej

do  eksponowanego  łańcucha  glikanowego  i  uczestniczył  w mostkowaniu  odpowiedniego

łańcucha  glikanowego  po  przeciwnej  stronie  modelu.  Konstrukcja  układu  tego  typu  jest

technicznie  wykonalna,  jednak  modelowanie  przeprowadzone  w ramach  badań  opisanych

w H09 udowodniło, że podejście bez tworzenia układu periodycznego jest wystarczające. 

O ile wyniki symulacji  MD były fizycznie poprawne, istotne i interesujące z punktu

widzenia badania zachowania się samego PG, to jednak obnażyły ówcześnie ciągle zbyt małe

możliwości  obliczeniowe  wykorzystywanych  ośrodków  obliczeniowych  (obliczenia  były

prowadzone  w  CI  TASK,  w  którym  to  ośrodku  pozyskałem  granty  obliczeniowe

wykorzystywane  w  znakomitej  większości  przygotowywanych  przeze  mnie  prac).  Innym

powodem, przez który porzuciłem ideę kontynuacji modelowania tych lub podobnych modeli

ścian  komórkowych,  była  zbyt  duża  szczegółowość  zastosowanych  modeli.  Skoro

nadrzędnym  celem  przygotowania  modeli  ściany  komórkowej,  w  ramach  badań

prowadzących  do  przygotowania  H09,  było  późniejsze  zastosowanie  ich  w  określeniu

oddziaływania z wybranymi antybiotykami glikoproteinowymi, w szczególności z Van, to nie
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Rysunek  18:  Rozmiary  modeli  ściany  komórkowej:  layered  (po  lewej)  i  scaffold  (po  prawej).
Na podstawie: H09, Figures 7-8.
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było  istotne,  jak  owe modele  zachowują  się  dynamicznie  w swoim „wnętrzu”  (z  dala  od

krawędzi układu). Dokowanie i oddziaływanie, w każdym z modeli i tak odbywałoby się na

powierzchni  tak  symulowanej  ściany,  a  więc  uzasadnionym  byłoby  wymodelowanie  jej

w reprezentacji gruboziarnistej, uśrednionych reszt lub co najmniej uśrednionych łańcuchów.

Tego  typu  podejście  wymaga  jednak  całościowego  przygotowania  środowiska

obliczeniowego,  uwzględniającego  symulacje  wieloskalowe.  Rozwijające  się  ciągle

możliwości obliczeniowe z umożliwiają obecnie tego typu obliczenia, jednak ich wdrożenie

w ośrodkach obliczeniowych jest  dość problematyczne,  z  powodu złożoności  zagadnienia

i specyfiki  ich  realizacji.  Zupełnie  niedawno  nawiązałem  związaną  z  tym  właśnie

zagadnieniem współpracę z CI TASK, konsultując dla tego ośrodka merytoryczne potrzeby

i możliwości  badaczy  borykających  się  z  ograniczeniami  metodologiczno-sprzętowymi

w obliczeniach wykorzystujących wiele poziomów dokładności (precyzji) obliczeń. Wydaje

się,  że  dzięki  temu  już  w  tym  roku  obliczenia  wieloskalowe  będą  łatwiej  dostępne  do

zastosowania w tym właśnie ośrodku obliczeniowym.

Modelowanie zachowań dynamicznych antybiotyków glikoproteinowych o podobnym

do Van mechanizmie działania, jednak o odmiennej od siebie strukturze (H09), podsunęło mi

pomysł  na  takie  modyfikacje  struktury  Van,  aby  wykorzystać  znane  zalety  mechanizmu

działania tych antybiotyków, a wynikające z obecności w topologii ich cząsteczek elementów,

których  nie  ma  w wankomycynie.  Postawiłem  hipotezę  o  tym,  że  podstawienie  Van

dodatkowym, alifatycznym łańcuchem węglowym części cukrowej (jak w telawancynie) oraz

dodanie  do  C-końca  Van  jednostek  cukrowych  powinno  ułatwić  tworzenie  korzystnych

oddziaływań z PG. W orytawancynie dodatkowa jednostka 4-epi-wankozaminy dołączana jest

w niewielkim oddaleniu od C-końca, zaś dwucukier podstawiony jest wielką, hydrofobową

grupą  N-4-(4-chlorofenyl)benzylową,  a  C-koniec  telawancyny  jest  fosforylowany,  jednak

wyniki uzyskane w H09 zachęcały do wykorzystania właśnie monosacharydów na C-końcu

i prostego łańcucha węglowego na dwucukrze. 

Opracowałem więc plan konstrukcji serii nowych analogów Van podstawianych na C-

końcu  1-amino-1-deoksy-D-glucitolem  lub  2-acetamido-2-deoksy-β-D-galaktopiranozylo-

aminą, bezpośrednio lub w oddaleniu o dwa lub cztery długości wiązania (odpowiednio: bez

lub  z  użyciem  łącznika  alifatycznego  jedno-  lub  trójwęglowego)  oraz  z  dodatkowym

łańcuchem  dekanowym  (lub  bez  niego)  łączonym  bezpośrednio  z  wankozaminą  –  we

wszystkich możliwych kombinacjach opisanych w tabeli (Tabela 4) oraz przedstawionych na

rysunku  Figure 1 w  publikacji  H10,  a  także  samej,  niepodstawianej  Van  jako  układu

odniesienia. 
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W  pracy  H10 opisałem  pełen  proces  parametryzacji  wszystkich  niestandardowych

fragmentów przygotowywanych układów łącznie z opisem wprowadzania ich do baz danych

pakietu Amber [73], dla pól ff03 [49] oraz glycam06 [76], aby kolejni badacze mogli z nich

łatwo korzystać, budując podobne strukturalnie układy.

Prace  wstępne  obejmowały  także  przygotowanie  natywnego  reprezentanta  PG,

dokowanie  do  niego  Van  w miejscu  standardowego  wiązania  [77],  periodyzację

w sześciennym pudle wodnym oraz wstępne optymalizacje i uwalnianie więzów nałożonych

na  odległości  pomiędzy  komponentami  kompleksów.  Następnie  przeprowadziłem  5  ns

symulacji MD z próbkowaniem stanu układu co 1 ps (w sumie po 5 000 zrzutów stanu układu

dla  każdego  z  14  kompleksów).  Wyniki  symulacji  zostały  następnie  wykorzystane  do

oszacowania energii swobodnych wiązania PG do analogów Van z wykorzystaniem metody

MM/GBSA  [59,  78],  zaś  trajektorie  wybranych,  najkorzystniejszych  energetycznie

kompleksów,  zostały  poddane  podziałowi  na  rodziny  z zastosowaniem  algorytmu

AverageLink [79].

Do oceny wyników wszystkich przeprowadzonych symulacji zastosowałem podejście,

którego  koncept  opracowałem  podczas  współpracy  dotyczącej  rozwoju  pakietu  UNRES

(unres.pl [80]).  Potraktowałem  bowiem  całe  fragmenty  Van,  powiązane  lub  wydzielone

topologicznie, jako niezależne od siebie obiekty, który można traktować odrębnie, niezależnie

od pozostałych, tak samo wydzielonych fragmentów (Rysunek 19). Dzięki takiemu podejściu

byłem  w  stanie  opracować  i  zrealizować  protokół  jednoznacznej  analizy  zachowań

dynamicznych i wzajemnego oddziaływania  poszczególnych rejonów modyfikowanej  Van.

Analizy  takiej  dokonałem  pod  kątem  utrzymania,  formowania  lub  zaniku  oddziaływań

w trakcie symulacji MD. Pozwoliło to porównać poszczególne kompleksy oraz ocenić wpływ
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Tabela 4: Tabela modyfikacji Van. "Plus" oznacza zastosowanie danej modyfikacji. Źródło: H10, Table 1.

https://unres.pl/
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konkretnych modyfikacji  Van na wiązanie jej  do PG, a przez to skuteczność takich,  a nie

innych, zaproponowanych przeze mnie modyfikacji jej struktury. 

Wyniki  zaprezentowane  przede  wszystkim  w  postaci  jedno-znacznych  wykresów

obrazujących odległość wprowadzonych modyfikantów od PG, ale także inne, zastosowane

odległości kontrolne oraz wykresy zmian konformacji Van oraz PG, przedstawione zostały

w postaci 58 rysunków, z czego zdecydowana większość trafiła do materiałów dodatkowych

(Supplemental  Material;  w Załączniku 8,  zawierającym  treści  publikacji  stanowiących

opisywane Osiągnięcie,  zostały one dodane do pozycji  H10).  Udało mi się jednoznacznie

wskazać  najlepszą propozycję  modyfikacji  Van.  Okazał  się  nią  analog oznaczony w  H10

numerem  „13”,  w  którym  zastosowałem  podstawienie  C-końca  cukrem  cyklicznym,

połączonym z Van łącznikiem jednowęglowym, bez dodatkowego łańcucha alifatycznego na

dwucukrze Van. Łącznik o tej właśnie długości okazał się (energetycznie) najkorzystniejszy

z punktu widzenia możliwości tworzenia oddziaływań pomiędzy Van a PG z tego względu, że

dłuższy  łącznik  zawsze  zawsze  swobodę  konformacyjną  podstawnika  C-końca  do  tego

stopnia,  że  statystycznie  znacząco  ograniczał  pulę  konformacji  spełniających  kryterium

fizycznego  zbliżenia  podstawionego  C-końca  do  PG.  Z  drugiej  strony,  połączenie

bezpośrednie (bez łącznika węglowego), nie zapewniało wystarczające długości podstawienia

C-końca, dzięki której możliwe było zbliżenie tego podstawnika do PG. 

Wskazałem  także  inne,  korzystne  podstawienia  oraz  przedyskutowałem  ich  wady

i zalety z punktu widzenia zarówno łatwości dostosowania struktur Van i PG, ale także pod

względem możliwych wkładów energetycznych, zwłaszcza pod kątem energii swobodnych

tworzonych w symulowanych układach oddziaływań.
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Rysunek  19: Rejony centrów mas poszczególnych fragmentów Van. Źródło:
H10, Figure 2 oraz Graphical Abstract.
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Kolejnym zagadnieniem, w którym zastosowałem metody obliczeniowe i modelowanie

wzajemnych oddziaływań była ocena energetyki ścieżki  reakcji  chemicznych.  Niestety nie

jest możliwe poprawne zasymulowanie procesu tworzenia się z substratów nowego związku

chemicznego,  wykorzystując do tego zestaw narzędzi  bazujących na fizycznym opisie  ich

aktualnego stanu. W empirycznych polach sił mamy do czynienia z wiązaniami chemicznymi

zdefiniowanymi  a priori,  nie  jest  więc  możliwa  ich  modyfikacja  (rozrywanie  ani  też

tworzenie)  w  sposób  dynamiczny  –  jako  wynik  prowadzonego  modelowania.  Podczas

symulowania MD jesteśmy w stanie  obserwować powstawanie lub zanikanie oddziaływań

o charakterze elektrostatycznym, które są bezpośrednią konsekwencją zbliżenia lub oddalenia

atomów lub grup atomów.  Nie  jest  jednak  możliwe  wymodelowanie  przegrupowania  lub

tworzenia wiązania pomiędzy odpowiednimi do tego atomami między innymi z tego względu,

że  ładunki  przypisane  konkretnym atomom są  w tych polach  obserwablami  (wartościami

przypisanymi  atomom  występującym  w  konkretnych  konfiguracjach  i  otoczeniu),  zaś

wiązania pomiędzy atomami tworzącymi konkretne grupy (np. reszty aminokwasowe) są im

właściwe, stałe i utrzymywane zdefiniowanym w danym polu nakładem energii.

Chcąc  numerycznie  wyjaśnić  uzyskaną  eksperymentalnie  niższą  wydajność  reakcji

syntezy pochodnych chinolinowych i izochinolinowych w reakcji czwartorzędowania metylo-

2,3-O-izopropylideno-5-O-tosylo-β-D-rybofuranozydu  (H12),  musiałem  zasymulować

przebieg tej syntezy. Nie mogłem tego jednak wykonać w polach półempirycznych. 

Najprostszym  rozwiązaniem  tej  niemożności  jest  zastosowanie  pól  i  metod

uniezależnionych od predefiniowanych połączeń pomiędzy atomami i  obliczenie  wkładów

energetycznych  substratów,  stanu  (kompleksu)  przejściowego  i  produktów  modelowanej

reakcji  chemicznej.  Wymaga to oczywiście dodatkowych optymalizacji  wszystkich stanów

pośrednich  oraz  samych  kompleksów  wszystkich  trzech  wskazanych  stanów,  jednak

dysponując  takim  kompletem  danych

(Rysunek  20)  można  już  podjąć

dyskusję  dotyczącą  korzyści

energetycznych  poszczególnych,

modelowanych  procesów.  Takie

właśnie  podejście  zastosowałem  w

H12,  gdzie  moim narzędziem stał  się

program  mopac  [81],  w  którym

wykorzystałem Hamiltonian PM6 [82]

aby  wyjaśnić  różnicę  pomiędzy,

reaktywnością  czwartorzędowania
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Rysunek  20:  Zmiana  energii  całkowitej  poszczególnych  składników
układu  podczas  symulacji  procesu  syntezy  wybranych  produktów.
Źródło: H12, Figure 2.
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wspomnianych już pochodnych chinolinowych i izochinolinowych. Otrzymane wyniki były

zgodne z przewidywaniami (wynikającymi z prostego porównania usytuowania w pierścieniu,

biorącego udział w tworzeniu wiązania atomu azotu) i pozwoliły na numeryczne uzasadnienie

o  wiele  niższej  wydajności  reakcji  prowadzącej  do  uzyskania  pochodnej  chinolinowej,

w porównaniu do pochodnej izochinolinowej (w pracy  H12 oznaczanych odpowiednio jako

produkty 4g i 4f).

Metoda  ta  nie  pozwoliła  jednak  na  wskazanie  różnic  w  dynamice  substratów.  Aby

przeanalizować zachowanie całego układu, musiałem zastosować takie metody modelowania,

aby możliwe było zróżnicowanie preferencji konformacyjnych substratów i/lub możliwości

eksponowania, lub zasłaniania/ekranowania miejsc, w których dochodzi do ich łączenia.

Podejście  tego typu zastosowałem w badaniach,  których wynikiem była  praca  H11.

Użyłem dodatkowo pola gaff [83], aby dla symulowanych części składowych układów w ten

sposób  chociaż  trochę  uniezależnić  typy  atomów  zastosowanych  przez  oprogramowanie

Amber  od  ich  dalszego  otoczenia  chemicznego.  Symulowaniu  zachowań  dynamicznych

poddałem 6 pochodnych tosylowych tymidyny i 5 pochodnych tosylowych urydyny (były to

odpowiednio związki  1–6 oraz  7, 7a, 8, 8a i 8b wg oznaczeń  H11,  Scheme 1–2) w wodzie

modelowanej jako rozpuszczalnik w modelu ciągłym [84] przez czas symulacji 10 ns.

Do  analizy  konformacyjnej  zastosowałem  opracowany  i  wykorzystany  przeze  mnie

poprzednio  (H09–10)  algorytm  oceny  odległości  pomiędzy  oddziałującymi  obiektami,

traktujący  oddziałujące  części  jako odrębne,  niezależne  i  zarazem uśredniające  wszystkie,

składające się na nie atomy. Wykorzystałem także analizę wirtualnych kątów walencyjnych

(zdefiniowanych  jako  kąt  zawarty  pomiędzy  atomami  C5,  C4  oraz  środkiem  ciężkości

pierścienia furanozowego) oraz kątów torsyjnych mierzonych na pierścieniach cukrowych (O-

C1-C2-C3  oraz  C2-C3-C4-O).  Analiza  samych  wartości  oraz  skupienia  tych  wartości

(Rysunek  21)  pozwoliła  wskazać

preferowane  konformacje  pierścienia

cukrowego  we  wszystkich

symulowanych  układach  łącznie  ze

zróżnicowaniem na grupy zależne od

rodzaju  pochodnych  (oznaczyłem

inne  preferowane  konformacje

i wartości  mierzonych  kątów  dla

grupy  1–6 oraz  inne  dla  grupy

związków 7–8b).
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Rysunek  21:  Analiza  skupień  kąta  kontrolnego.  Źródło:  H11,
Figure 4.
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Dla porównania zbieżności metod i możliwości wyodrębnienia preferowanych różnic

konformacyjnych  lub  wprost  reaktywności  w  ramach  grupy  związków  7–8b,

przeprowadziłem  także  obliczenie  ciepeł  tworzenia  oraz  całkowitych  entalpii  i  entropii

zarówno  substratów,  jak  i produktów badanych  w reakcji  syntezy  czwartorzędowych  soli

amoniowych  (H11).  Wyniki  uzyskane  w  tym  modelowaniu  nie  pozwoliły  jednak  na

udzielenie  prostej  odpowiedzi,  dlaczego  syntezy  produktów  7a, 8a i  8b nie  zaszły

z oczekiwaną wydajnością.

Ostatnia  praca  w  tym  cyklu  nieco  inaczej  podchodzi  do  zagadnienia  modelowania

oddziaływań w układach związanych z  biomolekułami  i  wynikającymi  z  niego zmianami

struktury  modelowanych  układów.  Jest  to  praca  H14,  w  której  zebrałem  doświadczenia

zarówno  samodzielnego  przygotowywania  procedur  numerycznych  (przede  wszystkim

w H01, H05–07 i H09), jak i skryptów przetwarzających uzyskiwane wyniki (we wszystkich

pracach cyklu, poza H12).

Praca  H14 opisuje  modyfikacje  publicznie  dostępnego  serwera  obliczeniowego

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

Serwer ten, upubliczniony w 2018 roku [85], został w 2022 roku wzbogacony przeze mnie

o możliwość wykonywania symulacji  z wykorzystaniem danych eksperymentalnych: NMR

[86–87],  Xlink  [88–89]  oraz  SAXS  [90].  Dodana  została  także  nowa  wersja  pola

gruboziarnistego  pola  sił  [91–92],  możliwość  prowadzenia  symulacji  podobnych  do

dokowania  molekularnego  [93]  oraz  zaimplementowane  zostały  wszystkie  optymalizacje

kodu  pakietu  UNRES,  przygotowane  pod  względem  lepszego  wykorzystania  pamięci

operacyjnej i szybkości działania samego pakietu [94].

Moim  wkładem  w  przygotowanie  i  publikację  H14 była  przede  wszystkim

konceptualizacja  oraz  koordynacja  prac  prowadzących  do  implementacji  nowych

funkcjonalności  serwera,  oraz  sama  ich  implementacja.  Samodzielnie  nie  rozwijam kodu

źródłowego  oprogramowania  UNRES,  jednak  od  momentu  uzyskania  stopnia  doktora

uczestniczę  w  pracach  zespołu  zajmującego  się  tym  oprogramowaniem  i  jego

wykorzystaniem oraz na bieżąco śledzę rozwój jego kodu źródłowego. Dzięki temu mogłem

precyzyjnie zaplanować jakiego rodzaju modyfikacje i aktualizacje należy dodać do serwera

publicznego, aby możliwościami odpowiadał bieżącej wersji pakietu UNRES.

Moim dodatkowym wkładem było także zaprogramowanie tej części interfejsu serwera,

która  obsługuje  wprowadzanie  i  weryfikację  danych  eksperymentalnych  wspierających

obliczenia,  integracja  ich  z  istniejącymi  już  elementami  interaktywnymi  interfejsu  oraz

przetestowanie  wszystkich  wprowadzonych modyfikacji.  W ten sposób cały serwer został
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zaktualizowany  do  obsługi  najnowszych  wersji  pola  sił  oraz  do  obsługi  wszystkich

możliwości  samego  pakietu  UNRES,  zaś  użytkownicy  serwera  zyskali  możliwość

graficznego dodania do swoich obliczeń posiłkowych danych strukturalnych.

WKŁAD POSZCZEGÓLNYCH ELEMENTÓW OSIĄGNIĘCIA NAUKOWEGO W ROZWÓJ DYSCYPLINY

W przypadku  H01 moim niewątpliwym wkładem w rozwój dyscypliny były przede

wszystkim upublicznione, pełne parametry strukturalne nowych analogów AVP, łącznie z ich

preferowanymi konformacjami w stanie niezwiązanym oraz po związaniu ich w kieszeniach

właściwych  receptorów,  oraz  trójwymiarowe  modele  trzech  receptorów  hormonów

neuroprzysadkowych, skonstruowanych na podstawie struktury rodopsyny wołowej poznanej

w rozdzielczości wyższej, niż jakiekolwiek dotychczas dostępne.

Prace H02 i H03 stanowiły przełom w stanie wiedzy na temat konformacji receptorów

hormonów  neuroprzysadkowych  w  formie  aktywnej  i  do  zeszłego  roku  stanowiły

najwcześniejsze odniesienie w badaniach porównawczych tychże form i receptorów rodziny

GPCR  w  ogóle.  Dopiero  w  zeszłym  roku  opublikowane  zostały  pierwsze,  oznaczone

technikami mikroskopii elektronowej,  struktury aktywne receptorów w formach aktywnych

w kompleksach z odpowiednimi ligandami: 7BB6/7BB7, 7KH0 i 7DW9 dla kompleksu V2R–

AVP–Gα;  7RYC,  7QVM  dla  kompleksu  OTR–OT–Gα (oznaczenia  według  RCSB PDB).

Jednak  to  właśnie  nasz  zespół  po  raz  pierwszy  zaproponował  konkretne,  pełnoatomowe

reprezentacje  i publicznie  dostępne  modele  receptorów  o  prawdopodobnie  najbardziej

zbliżonej strukturze (trzeciorzędowej, a nawet czwartorzędowej – biorąc pod uwagę obecność

podjednostki  Gα w układzie  symulacyjnym)  do  rzeczywistych  form  aktywnych  tych

receptorów. Publikacja omawianych w H02 i H03 wyników dała jednoznaczną odpowiedź na

pytanie  o  ułożenie  przestrzenne,  a także  na  pytania  o oddziaływania  pomiędzy  naturalnie

wiązanymi  ligandami  a kieszeniami  wiążących  je  receptorów  w  formie  aktywnej.  Taka

wiedza stanowi absolutną podstawę, bez której nie jest możliwe skuteczne zaproponowanie

takich  modyfikacji  struktury naturalnych hormonów, aby uzyskać ich analogi  bioaktywne

w co najmniej takim samym stopniu, jak AVP czy OT.

Oprócz samego upublicznienia pełnoatomowej struktury zrelaksowanej oraz związanej

z wybranymi  receptorami  konformacji  desmopresyny  pełnoatomowych,  nieistniejących

wcześniej modeli kompleksów receptorów hormonów neuroprzysadkowych z zadokowanymi

agonistami  i  antagonistami  oraz  stabilizującymi  te  kompleksy  reprezentantami  białek  G,

niewątpliwym,  znaczącym  wkładem  pracy  H04 w  rozwój  dyscypliny  jest  obserwacja

i wniosek  o  warunkowaniu  kształtu  i  położenia  pętli  zewnątrzkomórkowych  receptorów
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GPCR  jako  konsekwencji  organizacji  przestrzennej  ich  części  wewnątrzkomórkowej,

w szczególności o roli wody w tym procesie.

Motorem  rozwoju  dyscypliny,  dotyczącym  przygotowanych  prac  H05  i H06,  jest

pełnoatomowa  struktura  trzynastu  nowych  ligandów,  analogów  AVP,  zarówno  w  stanie

wolnym  (niezwiązanym),  jak  i  związanym  z  receptorami  V1aR,  V2R  oraz  OTR.  Nowe

narzędzie  analityczne  wynikające  z  nowego,  zaproponowanego  przeze  mnie  algorytmu

postępowania,  może  ułatwić  bardzo  precyzyjne  oszacowanie  preferowanych  konformacji

całych  makropierścieni  jeszcze  przed  przeprowadzeniem  modelowania  ich  zachowań

dynamicznych. Dodatkowo, zaprezentowana w H06 analiza długiej symulacji MD pokazuje,

że  konformacje  preferowane,  nawet  w  środowisku  rozpuszczalnika  symulowanego  jako

medium ciągłe,  doskonale przekłada się na konformacje preferowane w stanie związanym

z receptorem.  Tego  typu  dowody,  odniesione  do  wyników badań  eksperymentalnych,  nie

dość,  że  są  niezbędne,  to  dodatkowo  uwiarygadniają  stosowane  metody  obliczeniowe

i zastosowane narzędzia.

Dzięki  pracy  H07  możliwe  było  bezpośrednie  porównanie  organizacji  przestrzennej

odpowiadających  sobie  receptorów  związanych  z  agonistami  lub  bez  nich  w  układach

zbliżonych do tych występujących w naturze, a więc receptorów bezpośrednio zanurzonych

w błonie  komórkowej.  Przygotowane  przeze  mnie  narzędzia  i  protokoły  do  wyznaczania

energii  pochodzącej  z oddziaływania  receptorów  i/lub  ligandów  z  cząsteczkami

rozpuszczalnika  są  uniwersalne  i możliwe  do  zastosowania  także  w  innych  układach

symulacyjnych.  Dzięki  ich  uniwersalności  można  je  zastosować  także  w  rozwijanych

wcześniej  modułach  analitycznych  pakietu  Amber  jak  na  przykład  mdanal  [6]  lub

późniejszych  –  jak  carnal  [50].  Zebrane  zostały  także  wnioski  wynikające  z obserwacji

położeń i roli samych cząsteczek wody w odniesieniu do ich roli w wiązaniu ligandów lub

stabilizacji  struktur  wyższych  rzędów  w układach  wielocząsteczkowych.  Opisane  zostały

także  pełnoatomowe  struktury  wybranych  receptorów  hormonów  neuroprzysadkowych

umieszczonych w adekwatnym modelu błony komórkowej i otoczone wodą. Do tej pory nie

były dostępne żadne tego typu modele receptorów pozbawione ligandów.

W  przypadku  H08 osiągnięciem  takim  jest  udowodnienie,  z  precyzją  na  poziomie

atomu,  niekorzystnego  wpływu  mutacji  peptydoglikanu  na  skuteczność  działania

wankomycyny, zróżnicowanie wpływu modyfikacji na osłabienie działania antybiotyku oraz

zaproponowanie  modyfikacji  (podstawień)  wankomycyny,  które  mogłyby  przeciwdziałać

osłabieniu jej działania.

Niewątpliwym osiągnięciem i kamieniem węgielnym w modelowaniu molekularnym

bakteryjnych ścian komórkowych są same modele przygotowane w ramach prac nad  H09.
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Pełnoatomowe reprezentacje  usieciowanego peptydoglikanu, który w symulacjach wykazał

stabilność  struktury,  stanowi  bogate  źródło  informacji  topologicznych  i  jest  pierwszym

i prawdopodobnie  jedynym  takim  modelem  pełnoatomowym,  sparametryzowanym  dla

klasycznego pola sił Amber i to w dwóch, różnych modelach przestrzennych: warstwowym

i klatkowym.  Przygotowanie  i  upublicznienie  tych  modeli  uważam  za  swoje  szczególnie

ważne osiągnięcie naukowe. 

W  H09 przedstawiłem  także  mechanizm  tworzenia  dodatkowych  oddziaływań

pomiędzy zmodyfikowaną wankomycyną i peptydoglikanem oraz wyjaśniłem powody różnic

aktywności  trzech  antybiotyków  glikoproteinowych  –  wankomycyny,  orytawancyny

i telawancyny. 

Dzięki pracom prowadzonym w ramach realizacji H10 opublikowałem pełną bibliotekę

modyfikowanych  struktur  wankomycyny  oraz  udostępniłem  komplet  parametrów  do

popularnych  pól  siłowych,  dzięki  którym  możliwe  jest  odtworzenie  lub  rozwinięcie

przedstawionych przeze mnie prac dotyczących opisu zachowań dynamicznych i oddziaływań

występujących w kompleksach Van–PG. Dzięki temu umożliwiłem skuteczne przewidywanie

aktywności  biologicznej  konkretnych  analogów  Van.  Badania  te  stały  się  inspiracją  dla

jednego z zespołów naukowych z Jawaharlal Nehru Centre for Advanced Scientific Research

do syntezy kilku wybranych analogów Van. Potwierdziłem także brak negatywnego wpływu

podstawienia dwucukru Van hydrofobowym łańcuchem węglowym oraz wskazałem sposób,

w  jaki  wpływa  ono  na  rozpoznawanie  i wiązanie  ze  ścianą  komórki  bakteryjnej.  Jest

szczególnie  ważne  z  punktu  widzenia  planowania  takich  modyfikacji  Van,  które  ułatwią

asocjację analogów Van na powierzchni ściany komórkowej lub ich dimeryzację.

Mimo braku prostej  odpowiedzi  na pytanie  o przyczyny różnego przebiegu syntezy

niektórych czwartorzędowych soli amoniowych i tak uważam, że prace  H11 i  H12 wniosły

znaczący wkład w rozwój reprezentowanej przez nie dyscypliny,  ponieważ wyniki w nich

prezentowane  dowodzą,  że  zmiany  konformacyjne  pierścieni  cukrowych  doskonale

odzwierciedlają  możliwość  eksponowania  lub  ograniczania  dostępu  do  atomów,  lub

fragmentów struktur bezpośrednio biorących udział w syntezie. Prace te oferują także gotowe

narzędzie  do  przewidywania  skuteczności  syntez  w  złożonych  układach  zawierających

pierścienie  furanozowe  (ale  przecież  nie  tylko)  oraz  wskazują,  że  oznaczenie  różnic

w wysokości bariery energetycznej jest możliwe niezależnie od rodzaju układów i może (lub

powinno) być stosowane przed syntezą.

Olbrzymim  osiągnięciem,  a  także  krokiem  milowym  w  rozwoju  nauk  o  życiu  jest

w przypadku H13 spójne, zarówno eksperymentalne, jak i przeprowadzone z użyciem technik

chemii obliczeniowej, potwierdzenie występowania nieopisywanych wcześniej oddziaływań
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angażujących  rozległy  obszar  C-końcowy  wankomycyny  i  jeden  z  łańcuchów  bocznych

pentapeptydu reprezentującego peptydoglikan ściany komórkowej bakterii Gram-dodatnich. 

Mój wkład w rozwój dziedziny w przypadku H14 jest doskonale „widoczny” i dostępny

online,  ponieważ zmodyfikowany dzięki  pracom nad  H14 serwer UNRES jest  publicznie

dostępną  usługą,  z  której  każdy  badacz  wykorzystujący  gruboziarniste  pola  siłowe  może

nieodpłatnie  skorzystać,  a  stosując  się  do  niewielkich  ograniczeń  (jak  na  przykład  do

konieczności  bezpośredniego  wykorzystania  uzyskanych  na  serwerze  wyników  –  bez

możliwości ich archiwizacji po stronie serwera), nawet bez rejestrowania się w tej usłudze.

Zmodyfikowany  przeze  mnie  serwer  pracuje  z  najnowszym  dostępnym,  rozwijanym  na

bieżąco,  polem  sił  i  umożliwia  korzystanie  w swoich  obliczeniach  z danych

eksperymentalnych  we  wszystkich  najpopularniejszych  i standaryzowanych  formatach

wejściowych.
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Pisemne  oświadczenia  kierowników  zespołów,  z  którymi  współpracowałem,  dołączam

w Załączniku 6.

• W latach 2014-2018 współpracowałem naukowo z zespołem Gia Maisuradze,  Baker

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

USA.  Współpraca  ta  zaowocowała  współautorskim  rozdziałem  w  monografii  naukowej

(pozycja  r02 w  punkcie  II.2 „Wykazu  osiągnięć  naukowych  albo  artystycznych,

stanowiących znaczny wkład w rozwój określonej dyscypliny”,  Załącznik 4a (określanym

dalej jako „Wykaz”)).

• Współpraca z zespołem Jooyoung Lee,  Korean Institute for Advanced Study  , Seul,  

Republika Korei, zaowocowała współautorskimi publikacjami a27 i a32 opisanymi w punkcie

II.4 „Wykazu”  oraz  wymianą  doświadczeń  związanych  z  organizacją  kolejnych

konferencjach „Protein Folding: Theoretical and Experimental Approaches” organizowanych

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

• Moja  aktywność  naukowa  dotycząca  wykorzystania  oprogramowania  UNRES

w pracach zespołu Silvii Crivelli, Lawrence Berkeley Lab, Department of Computer Science,

University  of  California  ,  Davis,  USA  ,  zaowocowała  członkostwem  w  grupach

konkursowych WeFold kierowanych przez Panią Profesor w eksperymentach „Community

Wide Experiment on the Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction”

(CASP),  w  edycjach  11-13  oraz  współautorską  publikacją  a30 opisaną  w  punkcie  II.4

„Wykazu”. Współpraca ta trwa od roku 2014.

• Moja istotna aktywność naukowa w zespole Yi He, pracującego ówcześnie w Baker

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

afiliowanego obecnie w University of New Mexico, Albuquerque, USA, dotyczyła rozwoju,

upowszechniania  i  wykorzystania  oprogramowania  UNRES.  Współpraca  ta  zaowocowała

współautorstwem rozdziału monografii opisanego w punkcie II.2 „Wykazu” jako pozycja r02

oraz  współautorstwem  publikacji a10,  a12,  a19 oraz  a26 opisanych  w  punkcie  II.4

„Wykazu”. Współpraca ta trwa od roku 2013.
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• Moja aktywność naukowa w zespole tworzonym przez Jayantę Haldar, New Chemistry

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

Research  , Jakkur Bangalore, Indie  , oraz mojej osoby, nie zaowocowała jeszcze wspólnymi

publikacjami,  jednak  współpraca  ta  dostarczyła  zespołowi  prof.  Haldara  istotnych danych

strukturalnych, które pozwoliły  na syntezę wybranych analogów wankomycyny mi zaś na

zaprojektowanie  możliwych  do  uzyskania  na  drodze  syntezy  pochodnych  wankomycyny

(opisanych częściowo, między innymi,  w publikacji  H10 (punkt  I.2 „Wykazu”)).  Zebrane

dane zostaną opublikowane w przygotowywanej wspólnie publikacji naukowej. Współpraca

ta została zawiązana w maju 2014 roku i trwa nadal.

 

• W Centrum Informatycznym  Trójmiejskiej  Akademickiej  Sieci  Komputerowej  przy

Politechnice  Gdańskiej,  w  zeszłym  roku  zostałem  konsultantem-ekspertem  w  zakresie

konsultacji  merytorycznych  i  udziale  w  tworzeniu  systemów  informatycznych  w  ramach

ogólnopolskiego  projektu  PIONIER-LAB  –  Krajowa  Platforma  Integracji  Infrastruktur

Badawczych  z  Ekosystemami  Innowacji.  Konsultacje  dotyczą  obliczeń  wieloskalowych

w chemii i  biochemii.  Dział  KDM CI TASK reprezentuje  Rafał Tylman i to właśnie jego

oświadczenie o naszej współpracy znalazło się w Załączniku 6, na stronie 9.

• Od roku  2000  prowadziłem  26  przedmiotów  (w  tym 15  rodzajów  wykładów,  22

rodzaje  ćwiczeń  laboratoryjnych  i  1  ćwiczenia  audytoryjne)  na  studiach  dziennych

stacjonarnych, na wszystkich trzech stopniach edukacji wyższej, z czego 9 przedmiotów było

w pełni realizowanych metodami nauczania na odległość oraz cztery kolejne w trybie blended

learning;  wszystkie  zakończyły  się  pozytywnym  przyjęciem  komisji  ewaluacyjnych

i oceniających; 17 spośród tych przedmiotów było w całości moimi przedmiotami autorskimi.

Zastosowane w spisie prowadzonych przedmiotów, poniżej, oznaczenia: 
W – wykład, L – ćw. laboratoryjne, A – ćw. audytoryjne

Technologia Informacyjna: L
Technologia Informacyjna Ochrony Środowiska: L
Wstęp do Informatyki: W, przedmiot autorski, studia podyplomowe
Opiekun Szkolnej Pracowni Komputerowej: L, przedmiot autorski, studia podyplomowe
Sieci, Internet, Multimedia: L, studia podyplomowe
Programy Użytkowe: 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 Użytkowe I: W, L, blended learning, przedmiot autorski
Systemy Operacyjne i Programy Użytkowe II: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Modelowanie Molekularne: L
Programy Użytkowe i Administracja Systemami Oper. 1: W, L, blended learning, przedmiot autorski
Programy Użytkowe i Administracja Systemami Oper. 2: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Chemia Organiczna: L
Synteza Związków Biologicznie Czynnych: L
Tworzenie i Własność Materiałów Informatycznych: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Grafika Molekularna: W, e-learning, przedmiot autorski
Wstęp do Grafiki Molekularnej: W, e-learning, przedmiot autorski
Wstęp do Modelowania Molekularnego: W, L, blended learning, przedmiot autorski
Metody Opisu i Udostępniania Danych i Wyników: W, L e-learning, przedmiot autorski
Usługi Sieciowe: W, L, e-learning, przedmiot autorski
Usługi Sieciowe: L, e-learning, przedmiot autorski
Technologia Informacyjna w Chemii: W, L, blended learning, przedmiot autorski

Wymiar  i  tryb  prowadzonych  przedmiotów  znajdują  się  na  stronie
https://rafal.slusarz.edu.pl/dydaktyka

• Przeprowadziłem  4  przedmioty  na  studiach  podyplomowych  dla  nauczycieli,

współfinansowane  ze  środków  Unii  Europejskiej  w  ramach  Europejskiego  Funduszu

Społecznego oraz budżetu Państwa; spośród nich: moje dwa autorskie przedmioty składały się

z wykładu (Wstęp do Informatyki) i  ćwiczeń laboratoryjnych (Opiekun Szkolnej  Pracowni

Komputerowej);  w  dwóch  pozostałych  przedmiotach  (Programy  Użytkowe oraz  Sieci,

Internet, Multimedia) – jedynie prowadziłem ćwiczenia laboratoryjne; odbyły się dwie edycje

tych studiów (2006-2008). Przedmioty te ująłem na pełnej liście prowadzonych przedmiotów,

w punkcie poprzednim, powyżej.

• Przygotowałem i przeprowadziłem 2 kursy zewnętrzne (dla uczestników spoza UG;

obydwa  kursy  odbyły  się  online),  jeden  z  nich  (Molekuły  portret  własny)  został

przeprowadzony w ramach projektu strategicznego „Zdolni  z  Pomorza” (EFS,  UE, Urząd

Marszałkowski, 2020), drugi (Kurs Gimp) miał charakter otwarty, bez podziału na semestry

(w  latach  2011-2013  uczestniczyło  w  nim  średnio  6  osób  rocznie);  zostały  doskonale

ocenione w ewaluacjach.

• Przygotowałem 3 skrypty do ćwiczeń:

◦ 1 do ćw. laboratoryjnych – samodzielnie (Techn. Inf. w Chemii), 

◦ 1 do ćw laboratoryjnych – współautorsko (Techn. Inf.),

◦ 1 do ćw. audytoryjnych – współautorsko (Chemia Teoret.)

• Pełne teksty ćwiczeń dla  studentów wszystkich wymienionych wyżej  przedmiotów

oraz skrypty  i  komplet  materiałów dydaktycznych do wszystkich  przedmiotów autorskich

42 / 46

https://rafal.slusarz.edu.pl/dydaktyka


Załącznik 3a – Autoreferat (PL) Rafał Ślusarz

(wymienione  wyżej)  były  przeze  mnie  udostępnione  w  portalu  internetowym

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

zostały  przeze  mnie  opublikowane  na  stronie  domowej  Wydziału  Chemii  UG

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

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

https://rafal.slusarz.edu.pl 

• Opracowałem i udostępniłem osobom upoważnionym skrypty powłoki do zarządzania

kontami studentów odbywających dydaktykę w pracowniach TI Wydziału Chemii UG oraz

od  roku  1999  do  dziś  administruję  pracowniami  TI  i  serwerem  studenckim  EtOH;

współadministruję  domeną  etoh.chem.ug.edu.pl  utrzymywaną  w  ramach  usługi  G Suite

(dawniej: Google Apps dla Szkół i Uczelni).

• Wygłosiłem  3  wykłady  popularnonaukowe  w  ramach  Dni  Otwartych  Wydziału

Chemii UG i wydarzeń popularyzujących naukę na UG.

• W ramach popularyzacji  nauki  (poza Dniami  Otwartymi  WCh UG) w ciągu 2 lat

przeprowadziłem serię  (60 godzin)  warsztatów/ćwiczeń  laboratoryjnych (z  zakresu chemii

ogólnej i organicznej) dla młodzieży szkół podstawowych i ponadpodstawowych, 2021-2022.

• Uzyskałem 2 certyfikaty rozwoju kompetencji dydaktycznych (UJ, Kraków, obydwa

w 2022 r.).

• Uzyskałem  certyfikat  e-nauczyciela  przyznany  przez  Stowarzyszenie  E-learningu

Akademickiego,  SEA,  Warszawa,  2013;  ten  i  dwa  poprzednio  wymienione  certyfikaty

dostępne są na stronie https://rafal.slusarz.edu.pl/certyfikaty 

• 7-krotnie uczestniczyłem w organizacji Bałtyckiego Festiwalu Nauki na UG (2011-

2017), corocznie w organizacji Dni Otwartych Wydziału Chemii UG (od 2005), czterokrotnie

uczestniczyłem w pracach Komitetu Organizacyjnego Polish-Korean Conference on Protein

Folding (co  2  lata  od  2016  r.)  oraz  przygotowałem  strony  tych  konferencji:

https://pkc.ug.edu.pl,  (poprzednio:  http://pkc2016.ug.edu.pl oraz  http://pkc2018.ug.edu.pl),

łącznie z formularzami rejestracji i obsługi zgłoszeń.
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• Zaprojektowałem,  wykonałem  oraz  obecnie  administruję  portalem  internetowym

https://unres.pl służącym  zarówno  prezentacji  i  upublicznieniu  pakietu  obliczeniowego

UNRES, ale  także  jako platforma przygotowawcza w kolejnych edycjach  eksperymentów

Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction (CASP). Strona, oprócz

opisów i dokumentacji UNRES zawiera także formularze rezerwacji i tabele opisu wszystkich

celów (w znaczeniu  poszczególnych  makromolekuł  będących podmiotem eksperymentów)

kolejnych  edycji  CASP.  Zawiera  wielopoziomowy  mechanizm  autoryzacji  użytkowników

i udostępnienia im treści na podstawie uprawnień i poziomu dostępu.

• Byłem członkiem:

◦ Rady Programowej ds. E-learningu UG (2012-2020)

◦ Rektorskiej Komisji ds. Hoteli Asystenckich UG (2008-2012)

◦ Rady Wydziału Chemii UG (2005-2008)

◦ Zespołu ds. Internetowej Rejestracji Kandydatów UG (2007)

◦ Komisji Rekrutacyjnej Wydziału Chemii UG (2005-2007)

• Uczestniczyłem w przygotowaniu i  prowadzeniu  części  zajęć w ramach projektów

finansowanych  z  funduszy  strukturalnych  i  Funduszu  Spójności  (Międzywydziałowe

interdyscyplinarne  studia  doktoranckie  Chemia  z  Fizyką  realizowane  w  Uniwersytecie

Gdańskim, POWER, CHEM-FIZ).

PRZEBIEG KARIERY ZAWODOWEJ
(uzupełnienie informacji o dotychczasowym zatrudnieniu, vide p. III., powyżej)

Swoją  karierę  zawodową rozpocząłem  w roku  1999,  kończąc  z  wyróżnieniem,  rok

przed  czasem,  jednolite  studia  magisterskie  na  Wydziale  Chemii  (WCh)  Uniwersytetu

Gdańskiego. Jeszcze podczas studiów doktoranckich (1999–2004) zostałem zatrudniony na

posadzie technicznej na WCh (2001–2003), a później na okres jednego roku jako asystent

w Katedrze  Syntezy  Organicznej.  Przez  cały  ten  czas,  zarówno  podczas  zatrudnienia

technicznego, jak i naukowo-dydaktycznego, prowadziłem zajęcia na studiach I. i II. stopnia

na kierunkach Chemia i  Ochrona Środowiska, oraz aktywnie uczestniczyłem w badaniach

naukowych zarówno swojej macierzystej Katedry, jak i Katedry Chemii Teoretycznej. Dzięki

aktywności w tej ostatniej, udało mi się nawiązać współpracę z prof. H. Scheragą z Cornell
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University, a później z innymi zespołami z tego samego ośrodka i ośrodków zajmujących się

podobną  tematyką  badań.  W tym samym czasie  byłem wykonawcą  w dwóch  krajowych

i jednym międzynarodowym projekcie. W rozliczeniu tego ostatniego (FIRCA, pozycja pa01

w p. II. 9. „Wykazu”) zostałem wyróżniony.

Po uzyskaniu tytułu doktora nauk chemicznych (2004) podjąłem kolejne zatrudnienie na

posadzie technicznej (do 2006) i oprócz rozwoju naukowego, związanego z chemią in silico

peptydów  (w  zespole  prof.  Bernarda  Lammka),  białek  (w  zespole  prof.  Jerzego

Ciarkowskiego),  gruboziarnistych  pól  siłowych  (w  zespole  prof.  Adama  Liwo),  oraz

prowadzenia  zajęć  na  wszystkich  trzech  stopniach  studiów,  rozwijałem  także  swoje

umiejętności  informatyczne,  zarówno od strony programistycznej  (prowadząc  stronę  www

WCh,  oraz  studiów podyplomowych),  jak  i  technicznej  (z  racji  obowiązków służbowych

zajmowałem się  całością  infrastruktury  sieciowej  na  WCh).  Wtedy  właśnie  opracowałem

i wdrożyłem  działające  do  przeniesienia  WCh  do  nowej  lokalizacji  (2013)  rozwiązania

technologiczne, o których wspominam w p. III. 4. „Wykazu”. 

Od roku 2006 jestem zatrudniony na posadzie adiunkta w Katedrze Chemii Organicznej

i oprócz kontynuacji badań nad peptydami, białkami i zastosowaniem gruboziarnistych pól

siłowych,  zająłem  się  także  układami  cukrowymi  i  glikoproteinowymi  pod  ówczesnym

kierownictwem prof. Andrzeja Wiśniewskiego. Ten właśnie temat z czasem stał się głównym

nurtem mojego naukowego zainteresowania.

OTRZYMANE NAGRODY I WYRÓŻNIENIA

• 1999: otrzymałem nagrodę  Procter  & Gamble dla  Najlepszego Absolwenta  Uczelni

Wyższych w Polsce,

• 2003: otrzymałem Nagrodę Ministra Edukacji i Sportu, zespołową,

• 2005: otrzymałem  wyróżnienie  Polskiego  Towarzystwa  Chemicznego  za  Najlepszą

Rozprawę Doktorską z Dziedziny Chemii, wśród rozpraw obronionych w 2004

roku

• 2005: zostałem wyróżniony w rozliczeniu projektu  A simplified potential for protein

folding  simulations,  wspieranego  przez  Fogarty  International  Research

Collaboration Award,

• 2006: otrzymałem  indywidualną  Nagrodę  Rektora  UG  (za  osiągnięcia  i  rozwój

w pracy zawodowej),

• 2017: zostałem powołany na stanowisko prezesa Klubu Absolwentów Wydziału Chemii

UG (nadal piastuję ten urząd),

• 2020 i 2022: dwukrotnie otrzymałem zespołową Nagrodę Rektora UG.
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PLANY ROZWOJU NAUKOWEGO

W zeszłym roku nawiązałem współpracę naukową z prof. Ewą Siedlecką zajmującą się

m.in.  imidazoliowymi  i  pyrolidyniowymi  cieczami  jonowymi  w  układach  z  etanolem,

glikolem, gliceryną  i  mannitolem. Korzystając ze swojego doświadczenia  w modelowaniu

układów cukrowych  oraz  parametryzowaniu  układów nietypowych  uważam,  że  realizacja

takiego właśnie tematu będzie owocowała znaczącymi wynikami, a może nawet odkryciami.

Zainteresowałem  się  także  materiałami  porowatymi  MOF  (ang.:  Metal-Organic

Framework), które można wykorzystać do dostarczania modelowanej wcześniej przeze mnie

Van  bezpośrednio  do  zainfekowanych  tkanek,  eliminując  w  ten  sposób  jej  niekorzystne,

ogólnoustrojowe działanie.  Tego typu tematykę chciałbym rozwijać  we własnym zespole,

którego zrąb zawiązuje się już w mojej Katedrze.
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