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BADANIA IN SILICO WYBRANYCH BIALEK BLONOWYCH
ORAZ ICH ODDZIALYWANIA Z BIOMOLEKUELAMI TWORZACYMI

Z NIMI KOMPLEKSY O POTENCJALE TERAPEUTYCZNYM

WSTEP

Integralne biatka blonowe sa kluczowym elementem procesu transdukcji sygnatu
do wnetrza komorki, posredniczg takze w przekazywaniu informacji pomiedzy komoérkami.
Bialka te zdolne sq do transportu jonéw i metabolitow przez btone, moga tez peti¢ funkcje
receptorOw i enzymow. Szacuje sie, ze wiekszos¢ genoméw organizmow eukariotycznych
zawiera okoto 30% genéw kodujacych rézne biatka btonowe [']. Biatka btonowe kontrolujg
wiele proceséw fizjologicznych, dlatego tez zaburzenie ich prawidtowego dziatania prowadzi
do nieprawidlowosci w funkcjonowaniu komorek i licznych schorzen bedacych tego
wynikiem. Poznanie szczegétowego mechanizmu funkcjonowania biatek btonowych
na poziomie molekularnym oraz ich oddziatlywania z innymi biomolekutami jest kluczowe dla
projektowania lekow, ktére moga, w zaleznosci od potrzeby, hamowa¢ lub wzmacniac
dzialanie danego biatka.

Badania sk}adajace sie na osiggniecie habilitacyjne obejmowaly modelowanie struktury
oraz oddzialywan biatko-ligand lub biatko-biatko wybranych biatek blonowych: szesciu
receptorow sprzezonych z biatkiem G, (H1-H5, H7 i H10) oraz biatka UL49.5 herpeswirusa
i jego mutantow (H6, H8 i H9). Wszystkie te bialka pelnig istotne role fizjologiczne
i stanowig badZ mogq stanowi¢, punkt docelowy dziatania lekow. Wyniki przeprowadzonych
przeze mnie symulacji umozliwig racjonalne projektowanie nowych substancji leczniczych

dziatajacych poprzez badane biatka.

RECEPTORY SPRZEZONE Z BIALKIEM G

Receptory sprzezone z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCR)
to integralne biatka blonowe tworzace jedng z najwiekszych rodzin biatkowych. W obrebie
rodziny GPCR wyréznia sie sze$¢ klas receptorow (A-F), z ktérych najliczniejsza jest klasa
A, zawierajgca ponad 90% wszystkich znanych receptoréw []. Naleza do niej badane przeze
mnie receptory wazopresyny i oksytocyny (prace H1-H3, H5 i H10) oraz receptory
opioidowe (prace H4 i H7). Poprzez oddzialywanie z ligandami, GPCR biorg udziat

w procesie transdukcji sygnatu do komérki. W przekazywaniu sygnatu uczestnicza sprzezone
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z nimi heterotrimeryczne biatka G (ang. GTP-binding protein, G-protein), ktore przekazuja
sygnat od receptora na okreslony efektor, zwykle jest to kanat jonowy lub enzym.

Struktura trzeciorzedowa wszystkich GPCR jest podobna: lancuch bialkowy tworzy
w blonie komérkowej domene transmembranowa
(TM) ztozong z siedmiu odcinkéw a-helikalnych
(TM1-TM7) potaczonych petlami (Rysunek 1).
Miejsce wigzania liganda najcze$ciej znajduje sie
wewnatrz domeny transmembranowej, w petlach
zewnatrzkomorkowych (ECL) lub na pograniczu
tych domen. Wiekszos¢ GPCR wystepuje
w postaci dimerow lub oligomerow.

Oligomeryzacja jest kluczowa dla ich syntezy,

transportu z retikulum endoplazmatycznego
do blony komorkowej, czy tez prawidlowego
sprzezenia z biatkiem G [°].

Podobienstwo  struktury  wszystkich
GPCR jest SciSle zwigzane z podobienistwem Rysunek 1. Model GPCR w bionie komérkowej.

Helisy pokolorowane sq od niebieskiego (TM1)
mechanizmu ich dziatania. Proces transdukcji do czerwonego (TM7). Strona zewngtrzkomér-

sygnalu rozpoczyna sie od oddzialywania kowa znajduje si¢ u gory rysunku.
receptora z agonista, ktéry indukuje zmiany
konformacyjne biatka receptorowego, prowadzace do przejScia receptora w forme
aktywna [*]. Aktywowany receptor nastepnie oddzialuje z bialkiem G, wywolujac jego
zmiany konformacyjne, wymiane GDP na GTP oraz dysocjacje heterotrimeru
na podjednostki, ktére moga stymulowa¢ lub hamowac¢ okreslone biatka efektorowe
(Rysunek 2). W przypadku oddzialywania z antagonistg, receptor nie przechodzi zmian
konformacyjnych prowadzacych do jego aktywacji, zatem zwiazanie antagonisty nie
aktywuje Sciezki sygnatowej, a jedynie kompetycyjnie hamuje wigzanie innych ligandow do

receptora (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Schemat oddziatywania GPCR z agonistq, antagonistq oraz odwrotnym agonistq. Nieaktywny
receptor zaznaczony jest kolorem szarym, aktywny - kolorem rézowym.

Zgodnie z modelem dwéch stanéw, kazdy GPCR istnieje w rownowadze pomiedzy
stanem nieaktywnym i aktywnym, wykazujagc niewielkg aktywno$¢ konstytutywng [°].
Zwiazanie agonisty przesuwa stan rownowagi w strone receptora aktywnego, natomiast
oddzialywanie z antagonista nie ma wplywu na stan réwnowagi. Model dwoch stanéw
wyjasnia rowniez, dlaczego niektore ligandy o dziataniu antagonistycznym moga przesuwac

stan rownowagi w strone receptora nieaktywnego, zmniejszajac aktywnos¢ konstytutywna
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GPCR. Ligandy takie nazywane sa odwrotnymi agonistami i posiadaja zdolnos¢ odwracania
procesu aktywacji receptora. Model wielu stanéw jest rozwinieciem modelu dwoch stanéw
i zgodnie z tym modelem kazdy GPCR moze istnie¢c w jednym stanie podstawowym

(nieaktywnym) oraz wielu réznych stanach aktywnych [°].

RECEPTORY WAZOPRESYNY I OKSYTOCYNY (H1-H3, H5, H10)

Receptory wazopresyny i oksytocyny sa typowymi przedstawicielami receptorow
sprzezonych z biatkiem G. Znane s3 trzy podtypy receptorow wazopresyny: Vla, V1b i V2
(V1aR, V1bR, V2R) oraz jeden typ receptoréw oksytocyny, OTR. Wszystkie te receptory
wykazuja wysokie podobienistwo sekwencyjne w obrebie domeny transmembranowej [’].
Endogennymi ligandami receptorow wazopresyny i oksytocyny sa hormony
neuroprzysadkowe:  wazopresyna (CYFQNCPRG-NH,, AVP) oraz oksytocyna
(CYIQNCPLG-NH,, OT). Oba hormony posiadaja w swej strukturze mostek disulfidowy
pomiedzy resztami cysteiny (Cys'-Cys®).

Glownym miejscem ekspresji receptorow oksytocyny jest miesniowka macicy oraz
gruczoly mleczne. Aktywacja tych receptorow prowadzi do skurczu miesni gladkich macicy
(dziatanie uterotoniczne), umozliwiajac poréd oraz do skurczu komorek mioepitelialnych
kanalikow mlecznych (dziatanie galaktokinetyczne), co umozliwia wyptyw pokarmu podczas
laktacji. Receptory wazopresyny Vla zlokalizowane sg glownie w komorkach miesni
gladkich naczyn krwionosnych, hepatocytach oraz trombocytach. Pobudzenie naczyniowych
receptorow Vla wywohije skurcz miesni gladkich naczyn krwionos$nych i podniesienie
cisnienia krwi (dziatanie presyjne). Ponadto aktywacja V1aR stymuluje agregacje ptytek krwi
oraz kontroluje procesy glikogenolizy i glukoneogenezy [*]. OTR oraz V1aR sa réwniez
obecne w centralnym ukladzie nerwowym wielu naczelnych, w tym czlowieka, gdzie
kontrolujq funkcje zwigzane z zachowaniami spotecznymi takimi jak przywiazanie i opieka
nad potomstwem, obrona wlasnego terytorium czy zachowania agresywne [°,"°].

Receptory V1b podlegaja ekspresji w przednim placie przysadki mozgowej i pehia
istotng role w regulacji osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-
adrenal axis, HPA axis). Aktywacja V1bR indukuje wydzielanie hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH), ktory nastepnie stymuluje produkcje i wydzielanie
kortyzolu przez kore nadnerczy. Receptory V1b w komoérkach  wysepek Langerhansa
trzustki kontroluja metabolizm glukozy poprzez regulacje wydzielania insuliny ["'].

Miejscem ekspresji receptorow V2 sa przede wszystkim kanaliki nerkowe,

a oddzialywanie V2R z agonistg indukuje wewnatrzkomoérkowaq kaskade reakcji prowadzaca

7
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do wzrostu wchianiania zwrotnego wody w nerkach, zmniejszenia ilosci wydalanego moczu
i w konsekwencji do zatrzymania wody w organizmie (dziatanie antydiuretyczne).

Nieprawidlowe funkcjonowanie receptoréw oksytocyny i wazopresyny prowadzi
do stanow patofizjologicznych, ktére moga by¢ leczone poprzez ligandy selektywnie
dziatajgce na odpowiedni typ/podtyp receptora pobudzajagc go lub blokujgc ['?]. Dobrze
poznanym celem terapeutycznym sa OTR i V2R. W przypadku przedwczesnej aktywacji
receptoroOw macicznych przez oksytocyne (przed terminem porodu), korzystne jest ich
zablokowanie poprzez podanie antagonisty i wygaszenie przedwczesnej czynnoSci
skurczowej (dziatanie tokolityczne). Atosiban, peptydowy analog oksytocyny, stosowany jest
obecnie w Europie jako lek zapobiegajacy przedwczesnym porodom. Jest on jednak
nieselektywny i oprocz receptoréw oksytocyny blokuje takze receptory wazopresyny Vla ["].
W zespole Schwartza-Barttera zbyt wysoki poziom wazopresyny we krwi powoduje
zatrzymanie wody w organizmie, hiponatremie i hipoosmolalnos¢ ptynoéw ustrojowych. Do
leczenia tego schorzenia stosowane sg niepeptydowe waptany bedgce antagonistami V2R,
takie jak tolwaptan ["*]. W przypadku niewystarczajacej produkcji i wydzielania wazopresyny
wystepuje moczowka prosta osrodkowa, ktora charakteryzuje sie uposledzeniem wchianiania
zwrotnego wody, wydalaniem duzych iloSci rozwodnionego moczu i w konsekwencji
doprowadza do odwodnienia organizmu. W tej sytuacji rozwigzaniem jest zastosowanie
selektywnego agonisty receptorow V2. Desmopresyna bedqca peptydowym analogiem
wazopresyny jest stosowana jako lek na moczowke prosta osrodkowa oraz moczenie nocne
i wykazuje podwyzszona selektywno$¢ wzgledem V2R ["°]. Nie jest jednak lekiem wysoce
selektywnym i jej oddzialywanie z V1aR moze powodowac efekt uboczny w postaci
podniesienia ciSnienia krwi.

W ostatniej dekadzie, po odkryciu roli jaka pelnia receptory oksytocyny i wazopresyny
Vlai V1b w centralnym ukladzie nerwowym, rozpoczeto proby kliniczne leczenia zaburzen
psychicznych takich jak autyzm, depresja, zesp6t chronicznego zmeczenia, zaburzenia lekowe
czy zespot stresu pourazowego (PTSD) wykorzystujgc ligandy tych receptoréw ['°]. Niestety
nadal nie dopuszczono do uzycia w praktyce klinicznej zadnych lekow silnie i selektywnie
dzialajacych na V1aR i V1bR. Terlipresyna stosowana jako lek przeciwkrwotoczny,
pierwotnie uwazana za selektywnego agoniste V1aR, w nowszych badaniach okazala sie,
rowniez agonistg V1bR oraz V2R ["]. Zatem, pomimo obecnos$ci na rynku lekow takich jak
terlipresyna, atosiban czy desmopresyna nadal istnieje potrzeba poszukiwania ligandow
osilnym i selektywnym dzialaniu agonistycznym lub antagonistycznym wzgledem

okreslonego typu/podtypu receptora. W przypadku receptor6w oksytocyny badania skupiajq
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sie przede wszystkim na poszukiwaniu selektywnych antagonistow, potencjalnych
tokolitykdw, natomiast w przypadku receptoréw wazopresyny potrzebne jest racjonalne
projektowanie zaréwno agonistow, jak i antagonistow. Realizacji tak sformutowanego celu
stuzyly badania opisane w publikacjach H1-H3 oraz H5, ktore dotyczyly modelowania
oddziatywan 21 peptydowych analogéw wazopresyny z receptorami: OTR, V1aR oraz V2R
(Tabela 1).

Tabela 1. Receptory wazopresyny i oksytocyny oraz ich ligandy badane w pracach H1-H3 i H5. Aic - kwas
aminoindano-2-karboksylowy, Dab - kwas 2,4-diaminobutanowy, Dap - kwas 2,3-diaminopropanowy,

Dpa - 3,3'-difenyloalanina, MePhe - N-metylofenyloalanina, Mpa - kwas 3-merkaptopropionowy,
Orn - ornityna.

Receptory Ligandy Publ.

[D-MePhe**]AVP
[D-MePhe?, MePhe*]AVP H1
[MePhe?, D-MePhe’]AVP
[MePhe?*]AVP

c-(4-9)-[Mpa',Lys*]AVP
c-(4-9)-[Mpa',Orn*]AVP
c-(4-9)-[Mpa',Dab*]AVP
c-(4-9)-[Mpa',Dap*]AVP

H2

[Aic]AVP

OTR  IMpa',Aic’] AVP
ViaR a2 p-Arg®lVP

V2R IMpal,Aic3,D-Argf]VP
[Aic?, Val*]AVP H3
[Mpa',Aic?, Val‘,D-Arg?]VP
[Aic*]AVP
[Mpa',Aic’]AVP
[Aic®’,D-Arg’]VP

[Mpa',Dpa’,Val*, D-Arg® JVP
[Mpa',D-Dpa’,Val*,D-Arg? JVP
[D-Dpa®,D-Arg® VP
[Mpa',D-Dpa’,D-Arg? VP

H5
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W pracy H1 przedmiotem moich badan bylo oddzialywanie analogébw wazopresyny
podstawionych w pozycji 2 i 3 kombinacjq enancjomeréw N-metylofenyloalaniny (MePhe)
z OTR, V1aR oraz V2R. W testach aktywnosSci biologicznej dwa z badanych ligandéow
wykazywaly aktywno$¢ antagonistyczna wzgledem OTR i VlaR. Zaden z ligandéw nie
oddzialywatl z V2R (Tabela 2) ['®].

Tabela 2. Aktywnos¢ biologiczna analogéw badanych w pracy H1.

Ligand OTR [pA,] V1aR [pA;] V2R [pA.]
[D-MePhe**]AVP 6,4 0 0
[D-MePhe? MePhe’]AVP 6,6 5,8 0
[MePhe?, D-MePhe®]AVP 0 0 0
[MePhe**]AVP 0 0 0

Modele nieaktywnych receptorow oksytocyny i wazopresyny zostaly zbudowane
metodami modelowania homologicznego w oparciu o strukture krystaliczng rodopsyny
bydlecej, jedyna dostepng wéwczas eksperymentalng strukture GPCR, natomiast struktury
ligandow oznaczone zostaly z wykorzystaniem spektroskopii NMR i metod modelowania
molekularnego ["°]. Dokowanie wykonatam metoda dokowania semi-gietkiego - ligandy
o pelnej swobodzie konformacyjnej dokowane byly do "sztywnego" receptora i w kolejnym
etapie symulacji optymalizacja geometrii umozliwiata dokladne dopasowanie oddziatujacych
ze sobg czasteczek. Podczas dokowania badanych analogow do receptora V2, wszystkie
ligandy czesto przyjmowaly wewnatrz kieszeni wiazacej pozycje z C-koncem skierowanym
do wnetrza receptora i uzyskiwaty bardzo wysokie (niekorzystne) wartosci energii swobodnej
oddziatywania. Nieliczne dane eksperymentalne sugerowaly, ze czasteczka wazopresyny
uklada sie w receptorze w taki sposob, aby czes¢ cykliczna peptydu znajdowala sie na dnie
kieszeni wigzacej, natomiast polarny C-koniec, zawierajacy reszte Arg® skierowany byt
w strone petli zewnatrzkomérkowych receptora [*]. Uznalam zatem, ze badane analogi
wazopresyny powinny by¢ potozone w kieszeni receptora podobnie, a odwrotne potoZenie nie
jest prawidlowe. Dlatego tez we wszystkich swoich symulacjach do oceny kompleksow
receptor-ligand stosowatam zarowno kryterium energetyczne, jak i kryterium prawidlowego
polozenia. Opublikowana w roku 2021 struktura eksperymentalna kompleksu V2R-AVP
potwierdzita shiszno$¢ takiego postepowania [*']. Po wykonaniu dokowania wszystkie

wybrane kompleksy receptor-ligand poddalam optymalizacji geometrii poprzez wykonanie
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minimalizacji energii oraz dodatkowo protokotu symulowanego wyzarzania z wiezami
(ang. Constrained Simulated Annealing, CSA).

Najwazniejszym czynnikiem wplywajagcym na oddzialywanie receptor-ligand w pracy
H1 bylo polozenie lancuchéw bocznych N-metylofenyloalaniny. Ligandy podstawione
w pozycji drugiej reszta o konfiguracji L, [MePhe’,D-MePhe’]JAVP oraz [MePhe**]AVP,
pozbawione aktywnosci biologicznej (Tabela 2), w czasie dokowania do receptoro6w nie byty
w stanie przyja¢ konformacji, ktora pozwolitaby na ich prawidtowe dopasowanie sie
do kieszeni ~ wiazacej. Dwa pozostate analogi, [D-MePhe*’]AVP oraz
[D-MePhe’,MePhe®]AVP, tworzyly z receptorami kompleksy spelniajgce kryterium
prawidlowej orientacji liganda, ktére uzyskiwaly ujemne wartosci energii swobodnej

OTR - [D-MePhe2,MePhe3]AVP oddzialywania. Lancuchy boczne reszt MePhe

) tych analogow zaangazowane byly
) w oddzialywania typu T-TU z resztami
é aromatycznymi helisy T™6 receptora
(Rysunek 3), silnie stabilizujac pozycje liganda
’9 w kieszeni wiazacej.
) Szczegolowa  analiza  oddzialywan
receptor-ligand pozwolita mi zidentyfikowac
) reszty aminokwasowe receptora zaangazowane
~ o (= 5] w oddzialywanie z ligandami. Byly to
s TR cnd R konserwatywne  reszty  glutaminy,  ktdre
Rysunek 3. Kompleks OTR - [D-MePhe”, oddzialywaly zligandami poprzez wigzania
MePhe JAVP [H1]. wodorowe. W kompleksach wystepowaly tez
oddzialywania hydrofobowe i aromatyczne.

Zaproponowalam takze wyjasnienie, dlaczego badane ligandy sa selektywne i nie
wykazuja aktywno$ci wzgledem V2R. W przypadku OTR i V1aR, w czasie dokowania
liganda tworzy! sie mostek solny pomiedzy resztg Arg®liganda i resztg kwasu asparaginowego
D100(2.65)" z helisy TM2 (Rysunek 3). Jednocze$nie cykliczny N-koniec peptydow lokowat
sie w glebi kieszeni wiazacej i stabilizowal pozycje liganda poprzez oddzialywania

aromatyczne z helisa TM6. W receptorze V2, w tej samej pozycji aminokwasowej znajduje

* Liczba w nawiasie po numerze bezwzglednym reszty aminokwasowej receptora jest numerem tej reszty zgodnym
z systemem numeracji wzglednej, ktéry utatwia poréwnanie potozenia reszt w r6znych GPCR [Ballesteros and Weinstein,
Methods Neurosci, 1995, 25, 366-428]. W przypadku reszt potozonych w petlach lub N-korncu receptora, w nawiasie
znajduje sie odpowiednie oznaczenie (np. ECL2 lub N). Numery reszt ligandéw pisane sa w indeksie gérnym dla
odréznienia ich od reszt receptoréw.
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sie dodatnio natadowana reszta K100(2.65), ktora silnie odpycha reszte Arg® liganda,
najprawdopodobniej juz na etapie rozpoznawania go przez receptor.

Wyniki uzyskane w pracy H1, a szczegodlnie ich zgodnos¢ z badaniami aktywnosci
biologicznej zainspirowata mnie do zaprojektowania czterech nowych analogéw wazopresyny
opisanych w pracy H2, zawierajacych w czasteczce oprocz mostka disulfidowego, drugi
mostek taczacy reszty aminokwasowe w pozycjach 4 i 9 (Rysunek 4). Obecno$¢ dodatkowego

mostka powoduje znaczne zahamowanie swobody konformacyjnej peptydu.

cyklo-(4-9)-[Mpa',Dab4]AVP cyklo-(4-9)-[Mpa®,Dap*]AVP

Rysunek 4. Bicykliczne analogi AVP zaprojektowane w pracy H2.

Celem symulacji przeprowadzonych w H2 byla ocena sily i selektywnosci
oddzialywania receptorow oksytocyny i wazopresyny z zaprojektowanymi de novo
bicyklicznymi ligandami przed wykonaniem ich syntezy oraz badan biologicznych.

Zaprojektowane przeze mnie ligandy zadokowatam do modeli nieaktywnych receptoréw
oksytocyny i wazopresyny i zoptymalizowalam analogicznie jak w pracy H1. Podczas calego
protokotu symulacyjnego, kompleksy receptor-ligand ocenialam w oparciu o kryterium
prawidlowego potozenia liganda oraz kryterium energetyczne. Analiza oddzialywan
receptor-ligand wykazata, ze dla wszystkich ligandow badanych w pracy H2, oddziatywanie
z receptorami bylo slabsze niz w przypadku niemodyfikowanej wazopresyny [*(P9")].
W kompleksach tego samego rodzaju (tworzonych przez ten sam receptor i ligand),
wystepowaty rézne oddziatlywania, co wskazuje na mato specyficzne i nietrwale wiazanie
badanych analogobw. W kompleksach z V1aR wystepowaly najmniej liczne i slabe

oddzialywania. W receptorze V2 dla analogéw c-(4-9)-[Mpa', Orn*]AVP oraz c-(4-9)-[Mpa’,

T Litera P oznacza publikacje znajdujaca sie w Wykazie osiqgnie¢ naukowych (Zatqcznik 4a).
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Dab*]AVP wystepowaly bardziej istotne statystycznie oddzialywania z Q96(2.61),
Q119(3.32) i S315(7.43). Z kolei w receptorze oksytocyny oddzialywania byly liczniejsze,
zwlaszcza dla analogu c-(4-9)-[Mpa',Dab*]JAVP, ale mniej powtarzalne. Analog
o najkrotszym mostku, c-(4-9)-[Mpa', Dap*]AVP, swobodnie miescit sie w kieszeni wigzacej
receptorOw, ale mial zbyt usztywniong strukture, ktora nie pozwalala na przyjecie
rozciagnietej konformacji umozliwiajacej utworzenie silnego i trwatego kompleksu
z receptorem. Podobnie bylo dla analogu c-(4-9)-[Mpa',Dab*]JAVP. Z kolei dla analogu
onajdluzszym mostku, c-(4-9)-[Mpa',Lys*]AVP, wystepowata najwieksza liczba
kompleksow o nieprawidlowym potozeniu liganda, poniewaz analog ten nie byl w stanie
dopasowacC sie do miejsca wigzgcego ze wzgledu na zawady steryczne. Dla analogu
c-(4-9)-[Mpa',0rn*]AVP dtugos¢ mostka okazata sie optymalna i nie zaburzata prawidlowego
dokowania liganda w receptorach. W rezultacie tworzyl on z badanymi receptorami
kompleksy, w ktorych wystepuja trwalsze oddzialywania. Do struktury tego analogu
zamierzam wprowadzi¢ modyfikacje w pozycjach 2 oraz 3 i ponownie zbada¢ jego
oddzialywanie =z  receptorami, uzywajac  opublikowanych  niedawno  struktur
eksperymentalnych OTR i V2R.

Celem pracy H3 bylo poszerzenie wiedzy w zakresie wrazliwoSci receptorow
wazopresyny i oksytocyny na podstawienie agonisty w pozycjach 2 i 3. Symulacje
obejmowaty dziewie¢ analogéw wazopresyny podstawionych w pozycji 2 lub 3 kwasem
2-aminoindano-2-karboksylowym (Aic), co umozliwia usztywnienie pozycji aromatycznego
fancucha bocznego wzgledem lancucha glownego peptydu. Ligandy podstawione Aic
w pozycji drugiej, w testach aktywnosci biologicznej wykazywaly aktywno$¢ antagonistyczng
wzgledem OTR, agonistyczng wzgledem V2R i mieszang wzgledem V1aR (Tabela 3) [*].

Jeden z ligandow, [Mpa',Aic’,Val*,D-Arg?]VP wykazywal bardzo silng aktywno$c¢
agonistyczng wzgledem V2R, silniejsza niz desmopresyna. Analogi podstawione Aic
w pozycji 3 nie wykazywaly zadnej aktywnosSci wzgledem badanych receptoréw (Tabela 3).

Tabela 3. Aktywnos¢ biologiczna analogéw wazopresyny badanych w pracy H3.

Ligand OTR [pA;] V1aR [pA»/IU] V2R [IU]
[Aic’]AVP 7,27 9,4 (IU) ~450
[Mpa',Aic’] AVP 7,50 5,3 (IU) ~450
[Aic?,D-Arg?]VP 6,86 0 ~45
[Mpa',Aic’,D-Arg’]VP 7,31 5,60 (pA,) ~450
[Aic?,Val‘]AVP 7,93 0 ~450
[Mpa',Aic?,Val*,D-Arg?]VP 8,06 6,25 (pAy) ~4500
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Ligand OTR [pA.] V1aR [pA,/IU] V2R [IU]
[Aic’]JAVP 0 0 0
[Mpa',Aic’]JAVP 0 0 0
[Aic®, D-Arg’]VP 0 0 0

Podstawowy protokot symulacyjny w pracy H3 byt analogiczny jak w przypadku prac
H1 i H2 i obejmowal dokowanie ligandéw do modeli nieaktywnych receptoréw, ocene
kompleksow receptor-ligand (w oparciu o kryterium polozenia oraz wartoS¢ energii
oddzialtywania) oraz minimalizacje energii i CSA wybranych komplekséw.

Pierwszym celem badan w pracy H3 bylo wyjasnienie, dlaczego analogi podstawione
reszta Aic w pozycji 3 nie wykazuja aktywnosci biologicznej. Zatozytam, Ze czynnikiem
wplywajacym na oddzialywanie z receptorami moze by¢ potozenie tancuchéw bocznych reszt
aminokwasowych w pozycjach 2 i 3, poniewaz podobng zaleznos¢ zaobserwowalam
wczesniej dla oddziatywania receptoréow oksytocyny i wazopresyny z analogami wazopresyny
podstawionymi reszta N-metylofenyloalaniny w pracy H1. W celu zweryfikowania tej
hipotezy konieczne bylo przeprowadzenie analizy potozenia lancuchow bocznych
Aic-Phe/Tyr wzgledem siebie we wszystkich badanych kompleksach receptor-ligand.
Okazalo sie, ze w przypadku ligandow podstawionych Aic w pozycji 2, kat pomiedzy
plaszczyznami zawierajacymi pierScienie aromatyczne wynosit powyzej 120 stopni, natomiast
w analogach podstawionych w pozycji 3, wartoS¢ tego kata najczesciej zawierala sie

w przedziale od 40 do 120 stopni (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Dystrybucja wartosci kqta Aic-Phe/Tyr ligandéw w kompleksach receptor-ligand [H3].
W przypadku mniejszego kata, piersScienie tancuchow bocznych lezg blizej siebie i sg
przez to mniej dostepne dla oddzialywania z resztami receptorow, co skutkuje brakiem czesci

oddzialywan z aromatycznymi resztami helisy TM6, kluczowych dla stabilizacji struktury

14



Magdalena Slusarz Zalgcznik 3a (Autoreferat)

kompleksu receptor-ligand. Dodatkowe symulacje dynamiki molekularnej w wodzie dla
dwéch monopodstawionych analogéw: [Aic’JAVP oraz [Aic’]JAVP potwierdzily, ze r6zne
wartosci kata Aic-Phe/Tyr wystepowaly réwniez w niezwigzanych z receptorem peptydach.
Analogi te roznily sie takze konformacja C-konca (—PRG-NH,). Tak znaczace roznice
w strukturze peptydow tlumacza, dlaczego analogi podstawione reszta Aic w pozycji 3 nie
wykazuja aktywnosci biologicznej, a te podstawione w pozycji 2 mogq by¢ prawidtowo
rozpoznawane przez receptory i tworzg z nimi stabilne kompleksy. Dla tych ostatnich
szczegOlowa analiza oddzialywan receptor-ligand wykazata r6znice w oddzialywaniu z V1aR
i ujawnila, Ze miejsca wigzace agonistow i antagonistow tylko czeSciowo sie pokrywaja.
Najistotniejsza roznica, ktoéra zaobserwowalam byla réznica w glebokosci dokowania -
ligandy o dzialaniu antagonistycznym zadokowane byly glebiej. Bardzo glebokie potozenie
antagonistow wystepowato rowniez w kompleksach z receptorem oksytocyny, ale nie w V2R,
gdzie wszystkie ligandy podstawione w pozycji 2 reszta Aic wykazywaly w testach
biologicznych dziatanie agonistyczne. Podobne potozenie antagonistow w kieszeni receptora
oksytocyny zaobserwowatam wczesniej dla atosibanu i barusibanu [*(P3),”(P4)]. W 2020
roku opublikowana zostala struktura krystaliczna receptora oksytocyny w kompleksie
z innym niepeptydowym antagonistg, retosibanem, podobnie gleboko polozonym wewnatrz
kieszeni wigzgcej receptora [*°]. W pracy H3, podobnie jak w pracy H1, w przypadku
ligandow o dzialaniu antagonistycznym zarowno w OTR, jak i V1aR obecne bylo
oddziatywanie z polozona na dnie kieszeni wiazacej, silnie konserwatywna reszta kwasu
asparaginowego D85/97(2.50) w OTR/V1aR.

Zaobserwowalam rowniez réznice w liczbie oddzialywan receptor-ligand pomiedzy
roznymi receptorami. W kompleksach receptor-agonista oddzialywania byly liczniejsze. Byto
to szczegolnie widoczne w receptorze V2, gdzie ligandy byly dodatkowo wigzane przez
reszty lezace w domenie zewnatrzkomorkowej. Wystepowaty tam mostki solne lub wigzania
wodorowe z udzialem R32(N) oraz D103(2.68). Kwas asparaginowy D103 jest resztq
niekonserwatywna, moze zatem odpowiadac za selektywnos¢ badanych ligandow wzgledem
receptora V2. W roku 2021, dla pierwszej opublikowanej struktury eksperymentalnej V2R
z zadokowang wazopresyna, zaobserwowano, ze reszta D103(2.68) jest czescia kieszeni
wigzacej wazopresyny i oddziatuje z C-koncem liganda podobnie jak w kompleksach
badanych przeze mnie ligandéw.

W pracy H5 badatam oddziatlywanie receptoréw oksytocyny i wazopresyny z analogami
wazopresyny podstawionymi w pozycji 2 reszta 3,3'-difenyloalaniny (Dpa), lecz bez zmian

w pozycji 3, poniewaz wyniki badan przeprowadzonych w pracach H1-H3 wskazywaly,
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Ze podstawienie w pozycji 3 najczeSciej skutkowato ostabieniem lub nawet zupelnym brakiem
oddziatlywania z receptorami. Wprowadzenie reszty Dpa do czasteczki wazopresyny
potencjalnie zwieksza szanse wystgpienia oddzialywan typu m- m z resztami aromatycznymi
TM6 na dnie kieszeni wiazacej receptorow. Z drugiej strony, tak duza objetoSciowo reszta
moze silnie zaburza¢ prawidlowe dokowanie ligandow w kieszeni wiazacej receptorow.
Badania aktywnosci biologicznej wykazaly, ze ligandy podstawione reszta Dpa w pozycji 2,
podobnie jak analogi podstawione reszta Aic opisane w pracy H3, wykazywaly dzialanie
antagonistyczne w OTR i agonistyczne w V2R. Poza jednym ligandem, bedacym stabym

antagonistg, nie oddziatywaty z V1aR (Tabela 4) [*'].

Tabela 4. Aktywnos¢ biologiczna analogéw wazopresyny badanych w pracy H5.

Ligand OTR [pA;] V1aR [pA;] V2R [IU]
[Mpa',Dpa®,Val*,D-Arg?]VP 0,24 0 100
[Mpa',D-Dpa’,Val‘,D-Arg?]VP 7,78 <5,8 9000
[D-Dpa®,D-Arg’]VP 7,83 0 1000
[Mpa',D-Dpa’]JAVP 7,80 0 4500

Modele receptorow oksytocyny i wazopresyny w pracy H5 zbudowalam metodami
modelowania homologicznego w  oparciu o strukture krystaliczng receptora
B2-adrenergicznego. Struktura ligandow oznaczona zostala z wykorzystaniem spektroskopii
NMR i metod modelowania molekularnego [*(P17)]. Zasadniczy protokét obliczeniowy
badania oddziatywan receptor-ligand by} analogiczny jak w poprzednich pracach i obejmowat
dokowanie oraz optymalizacje geometrii wybranych komplekséw. W pracy H5 zastosowalam
dokowanie gietkie - podczas dokowania ligandow, reszty aminokwasowe receptora obecne
we wnetrzu kieszeni wigzacej mogly zmienia¢ swoja konformacje, tak aby umozliwi¢ jak
najlepsze dopasowanie sie do liganda.

Zadokowanie badanych ligandow do receptora Vl1a bylo wprawdzie mozliwe, ale
w uzyskanych kompleksach wystepowaty bardzo nieliczne i stabe oddziatlywania, a energie
swobodne oddziatywania receptor-ligand byly niekorzystnie wysokie. Analizujgc wyniki
symulacji kompleksow z OTR i V2R, zauwazylam, ze polozenie ligandow w tych receptorach
bylo rézne. W receptorze V2 polozenie ligandow bylo analogiczne jak ligandéw badanych
w pracy H3. N-koniec liganda zawierajacy reszty aromatyczne zanurzony byl w glebi
kieszeni wigzgcej, natomiast polarna cze$¢ C-koricowa z aricuchem D-Arg/Arg® skierowana

byla w strone petli zewnatrzkomorkowych (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Polozenie liganda w kieszeni wigzqcej OTR i V2R. Ligand: [Mpa',D-Dpa’,Val*,D-Arg®]VP [H5].

W przypadku receptora oksytocyny, czasteczki ligandéw przyjmowaly zwinieta

konformacje, byly zadokowane plytko, a reszta D-Dpa®’Dpa’ skierowana byla w strone

domeny zewnatrzkomdrkowej (Rysunek 6). Pomimo takiego potozenia w kieszeni wiazacej,

badane analogi tworzyly z receptorem oksytocyny stosunkowo silne oddziatywania, gtownie

poprzez wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe. Oddziatlywania aromatyczne byly

stabe i nieliczne ze wzgledu na nietypowe polozenie reszt Dpa® i Phe?, i to wtasnie brak

kluczowych oddzialywan z resztami aromatycz-
nymi helisy TM6 tlumaczy, dlaczego badane
analogi nie wykazuja w receptorze oksytocyny
dzialania agonistycznego, lecz antagonistyczne.
W przypadku receptora V2 obecne sg wszystkie
kluczowe  punkty

uchwytu  receptor-ligand:

wigzania wodorowe, oddzialywania polarne
C-konca liganda z petlami zewnatrzkomdérkowymi
oraz oddziatywania hydrofobowe i aromatyczne

z resztami aromatycznymi helisy TM6. Podczas

procesu dokowania, najwieksze zmiany
konformacyjne dotyczyly reszt aromatycznych
helisy TM6: W284(6.48), F287(6.51) oraz

F288(6.52) (Rysunek 7). Zmiany konformacyjne
tych reszt sa odpowiedzialne za inicjacje procesu
aktywacji receptora [*]. W przypadku receptora

oksytocyny tak znaczace zmiany nie wystepowaty,
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gdyz aromatyczne reszty liganda nie lokowaly sie na dnie kieszeni wigzacej. Przeprowadzone
symulacje pozwolily mi zatem zaproponowa¢ wyjasnienie, dlaczego badane ligandy
wykazujq inng aktywnos¢ wzgledem V2R, niz OTR.

W pracy H10 przedmiotem moich badan by} receptor wazopresyny V1b, najstabiej
dotad opisany czionek rodziny receptoréw oksytocyny i wazopresyny, ktorego struktura
eksperymentalna nie jest znana. V1bR pei kluczowa role w regulacji osi HPA. W ostatnich
latach badania kliniczne pokazaly, ze nadmierne pobudzenie tej osi wystepuje u pacjentow
z zaburzeniami psychicznymi, takimi jak depresja, zaburzenia lekowe, obsesyjno-
kompulsyjne, czy tez PTSD [*,*']. Normalizacja dziatania osi HPA poprzez zablokowanie
receptora V1b moze by¢ metoda leczenia tych zaburzen, a takze uzaleznienia od alkoholu
[*>,*]. W pracy H10 moim celem bylo zbudowanie modelu V1bR oraz zaproponowanie
mechanizmu jego oddzialywania z modelowym antagonista. Do badan wybratam neliwaptan
(Rysunek 8), niepeptydowego antagoniste V1bR, ktéry wykazuje rdwniez staby antagonizm
wzgledem OTR, ale nie oddzialuje z receptorami
wazopresyny Vla i V2 [*]. Model receptora V1b
zbudowalam  metodami  modelowania  homo-
logicznego  w oparciu o strukture  krystaliczna
receptora oksytocyny. Wczesniejszy model V1bR

zostal opublikowany prawie 20 lat temu i byt to

model oparty na szablonie rodopsyny bydlecej [*].
Zbudowany przeze mnie model V1bR poddatam
dhlugiej dynamice molekularnej w modelu blony

0 lipidowej. Po zadokowaniu liganda do receptora

~

H,C
’ przeprowadzilam sze$¢ osobnych symulacji dynamiki

Rysunek 8. Neliwaptan [H10]. molekularnej wybranych komplekséw receptor-
ligand w modelu uwodnionej dwuwarstwy lipidowej. Catkowity czas symulacji wynosit 6 ps.
Wykonanie tak dlugich symulacji dla pelnoatomowych ukladow skladajacych sie
z kilkudziesieciu tysiecy atomow stato sie mozliwe dzieki prowadzeniu obliczen z uzyciem
jednostek GPU. Podczas analizy statystycznej oddzialywan receptor-ligand (analiza reszt
oddziatujacych, energii oddzialywania i wigzan wodorowych) potaczone trajektorie byty

analizowane razem.
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Analizujac potozenie neliwaptanu w kieszeni wiazacej zauwazylam, Ze jest ono bardzo
podobne do potozenia innych ligandéw w strukturach eksperymentalnych OTR i V2R. Bylo
to szczegolnie widoczne w przypadku antagonistow: potozenie retosibanu w strukturze
krystalicznej OTR jest niemal identyczne jak potozenie neliwaptanu w V1bR w kompleksie
uzyskanym przeze mnie w pracy H10 (Rysunek 9). Polozenie neliwaptanu pokrywalo sie tez
czesciowo z potozeniem naturalnych agonistéw, zajmujacych niemal calg przestrzen kieszeni

wigzacej receptorow.

TM6

TM5

T™M2 T™M4

™7 TMé RETOSIBAN

WAZOPRESYNA
™1 TM2 TM3 TM4 ™3

Rysunek 9. Poréwnanie polozenia ligandéw w kieszeni wiqzqcej receptorow [H10]. Kody kolorystyczne:
neliwaptan: rézowy, retosiban (6TPK): niebieski, wazopresyna (7BB6): zielony, oksytocyna (7RYC): z6tty.

Szczegotowa analiza oddziatywan V1bR z neliwaptanem wskazala, ze za oddzialywanie
odpowiedzialne byly gléwnie wigzania wodorowe z udzialem konserwatywnych reszt lizyny
i glutaminy, takich jak K111(3.29), Q87(2.57), Q168(4.60), czy Q301(6.55). Wnosily one
najwiekszy wklad do energii oddzialywania receptor-ligand i stanowity punkty kotwiczace
ligand we wnetrzu receptora (Rysunek 10).
Dodatkowo do stabilizacji kompleksu
przyczynialy sie oddzialywania hydrofobowe
i aromatyczne. Analizujac oddzialywania V1bR
z neliwaptanem, zwrocilam uwage na niekonser-
watywne reszty V1bR zaangazowane w wigzanie

liganda. W oparciu o uzyskane wyniki oraz

nieliczne dane eksperymentalne zaproponowatam,
ze reszty L200(5.39) oraz T203(5.42) moga byc Rysunek 10. Reszty V1bR tworzqce kieszen
odpowiedzialne za selektywne oddzialywanie wiqzqcq neliwaptan [H10].

neliwaptanu z V1bR.
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RECEPTORY OPIOIDOWE (H4, H7)

Oprocz receptorow oksytocyny i wazopresyny przedmiotem moich badan byly
receptory opioidowe (prace H4 i H7). Receptory te rowniez nalezg do rodziny receptoréw
sprzezonych z biatkiem G i posiadaja wszystkie ich charakterystyczne cechy strukturalne.
Znane sa trzy gléwne typy receptorow opioidowych: receptory §, x i p. Blisko spokrewniony
z nimi jest receptor nocyceptyny (NOP), ktory wykazuje wysokie podobienstwo sekwencyjne
do receptoréw opioidowych, ale inne wlasciwosci farmakologiczne i obecnie nie jest
uznawany przez I[UPHAR za receptor opioidowy, a raczej "opioidopodobny"
(ang. opioid-related) [*]. Receptory opioidowe podlegaja ekspresji gtéwnie w o$rodkowym
uktadzie nerwowym: korze moézgowej, ukladzie limbicznym i pniu mézgu [*]. Wystepuja
takze w licznych tkankach obwodowych, potwierdzono ich wystepowanie w skorze,
przewodzie pokarmowym, sercu, czy nerkach. Wiekszg gestoS¢ receptorow opioidowych
obserwuje sie w tkankach zmienionych zapalnie [**].

Najwazniejszq funkcja receptoréw opioidowych jest dzialanie analgetyczne w wyniku
pobudzenia przez agoniste. Endogennymi agonistami receptorow opioidowych
sa neuropeptydy: enkefaliny, endorfiny oraz dynorfiny pochodzace od biatkowych
prekursoréw: proenkefaliny, proopiomelanokortyny lub prodynorfiny [*]. Ze wzgledu
na wysokie podobienstwo sekwencyjne receptorow opioidowych, endogenne ligandy
opioidowe wprawdzie wigzq sie chetniej z okreslonym typem receptora, jak na przykiad
enkefaliny zreceptorem 6, czy dynorfiny z receptorem k, lecz nie wykazuja Scistej
selektywno$ci [*]. Receptory opioidowe sg réwniez celem dziatania wielu lekow
przeciwbolowych, takich jak morfina, tramadol, oksykodon, fentanyl czy buprenorfina.
Wskazaniem do ich stosowania s najczesciej bole pourazowe, pooperacyjne i nowotworowe.
Niektéore opioidy stosuje sie takze jako leki przeciwbiegunkowe (loperamid)
i przeciwkaszlowe (kodeina). Ze wzgledu na wystepowanie receptoréw opioidowych
w tkankach obwodowych, opioidy wykazujg w mniejszym lub wiekszym stopniu niepozadane
efekty uboczne, takie jak nudnoSci, zaparcia, $wiad skoéry, spadek cisnienia tetniczego,
czy depresja oddechowa [*]. Ponadto przy dtuzszym ich stosowaniu rozwija sie tolerancja
oraz uzaleznienie fizyczne i psychiczne. Uzaleznienie od opioidow (ang. Opioid Use
Disorder, OUD) wyraza sie powstaniem przyzwyczajenia i naduzywaniem substancji
uzalezniajgcej, nastepnie rozwija sie bardzo silne pragnienie jej zazywania i gtod opioidowy,
a w koncu nastepuje kompletne podporzadkowanie zycia zdobywaniu i zazywaniu opioidow.
Efekty naduzywania opioidow mozemy obecnie obserwowa¢ w Stanach Zjednoczonych,

gdzie uzaleznienie od opioidow osiggneto taka skale, ze okreSla sie je mianem epidemii
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opioidowej, czy tez kryzysem opioidowym. Istnieje zatem silna potrzeba poszukiwania
substancji o silnym dziataniu przeciwb6lowym, ale o zredukowanych efektach ubocznych
i przede wszystkim takiej, ktora nie wywotuje uzaleznienia.

Jedna ze Sciezek projektowania nowych lekéw przeciwbdlowych jest poszukiwanie
substancji o wysokiej selektywnosci wzgledem receptorow & [*]. Pojawienie sie uzaleznienia
oraz wystepowanie efektow ubocznych jest zwigzane przede wszystkim z pobudzeniem
receptorOw | i w mniejszym stopniu K, podczas gdy selektywne pobudzenie receptorow &
wywohuje efekt analgetyczny bez uzaleznienia [*,*]. Ponadto ich aktywacja jest zwigzana
z dzialaniem antydepresyjnym i przeciwlekowym, a przy tym nie zaburza funkcjonowania
uktadu oddechowego [**]. Maja zatem Korzystniejszy profil terapeutyczny. Receptory § sa
rowniez skuteczniejsze w u$mierzaniu bélu przewlektego i zapalnego [*,*°]. Jedynym
powaznym efektem ubocznym pobudzenia receptorow & jest mozliwo$€ wystepowania
drgawek, ktorym mozna jednak skutecznie zapobiega¢ poprzez rownolegle podawanie lekow
przeciwdrgawkowych [¥]. W celu racjonalnego projektowania substancji o wysokiej
selektywnosci wzgledem receptorow 6, konieczne jest zrozumienie molekularnego
mechanizmu wigzania ligandéw przez te receptory. Taki cel postawitam sobie w pracach H4
i H7, w ktorych zbadalam oddzialywanie 12 peptydéw opioidowych z receptorami 6 i p
(Tabela 5).

Tabela 5. Receptory opioidowe oraz ich ligandy badane w pracach H4 i H7. Dab - kwas
diaminobutanowy, Dap - kwas diaminopropanowy, Orn - ornityna, GIcA - kwas f-D-glukuronowy.

Receptory Ligandy Kody ligandow Publ.
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dab-Val-Val-Gly-NH, A
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dap-Val-Val-Gly-NH, B
c-(2—4)-Tyr-Orn-Phe-Dap-Val-Val-Gly-NH, C
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Orn-Val-Val-Gly-NH, D
c-(2—4)-Tyr-D-Orn-Phe-Orn-Val-Val-Gly-NH, E H4

s c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dab-NH, a

H c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dap-NH, b
c-(2—4)-Tyr-Orn-Phe-Dap-NH, C
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Orn-NH, d
c-(2—4)-Tyr-D-Orn-Phe-Orn-NH, e
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu H7
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-GlcA
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W pracy H4 przedmiotem moich badan byla analiza oddzialywan receptoréw
opioidowych 8 i p z dziesiecioma analogami deltorfin. Deltorfiny sq klasa liniowych
peptydow opioidowych wyizolowanych ze skory zab nalezacych do podrodziny
Phyllomedusinae. Naleza do niej m.in. deltorfina I (Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH,)
i deltorfina II (Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH,). Peptydy te wykazuja wysoka
selektywno$¢ wzgledem receptorow 6. Cecha charakterystyczng naturalnych deltorfin jest
wystepowanie w pozycji drugiej aminokwasu o konfiguracji D. Badane ligandy to cykliczne
deltorfiny zawierajace w swej czasteczce mostek utworzony przez ugrupowanie mocznikowe
spinajace tancuchy boczne aminokwaséw zasadowych podstawionych w pozycji 2 i 4
(oznaczone jako ligandy A-E w Tabeli 5) oraz ich tetrapeptydowe analogi (oznaczone jako
ligandy a-e w Tabeli 5). Badane ligandy w testach GPI i MVD wykazywaly zréznicowang
aktywno$¢ biologiczng (Tabela 6) [*].

Tabela 6. Aktywnos¢ biologiczna badanych analogéw deltorfin. Testy GPI (ang. Guinea pig ileum) - testy

wykonywane na wycinkach jelita cienkiego kawii domowej (dla receptoréw p); testy MVD (ang. Mouse vas
deferens) - testy wykonywane na izolowanych nasieniowodach myszy (dla receptoréw &) [H4].

Ligand Kod GPIIC;,(nM) MVD ICy) (nM) GPI/MVD
c-(2-4)-Tyr-Lys-Phe-Dab-Val-Val-Gly-NH, A 65,4 £ 9,6 0,640 + 0,043 102
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dap-Val-Val-Gly-NH, B 25,4+ 2,0 0,483 + 0,065 52,6
c-(2—4)-Tyr-Orn-Phe-Dap-Val-Val-Gly-NH, C > 10000 27,1+ 3,1 > 369
c-(2-4)-Tyr-Lys-Phe-Orn-Val-Val-Gly-NH, D > 10000 67,0+£6,9 > 149
¢-(2—4)-Tyr-D-Orn-Phe-Orn-Val-Val-Gly-NH, E 159 + 23 0,814 £ 0,054 88
c-(2—4)-Tyr-Lys-Phe-Dab-NH, a 1,17 £ 0,25 5,02 +1,39 4,29
c-(2-4)-Tyr-Lys-Phe-Dap-NH; b 4,15+ 0,36 19,5+ 2,3 4,70
c-(2—4)-Tyr-Orn-Phe-Dap-NH, ¢ 3,37 £ 0,09 7,76 £ 1,27 2,30
c-(2-4)-Tyr-Lys-Phe-Orn-NH, d 15,6 + 1,6 47,1+ 3,5 3,01
c-(2—4)-Tyr-D-Orn-Phe-Orn-NH, e 4,77 + 0,71 11,4+1,5 2,39

Modele receptoréw opioidowych 6 i p zostaly zbudowane metodami modelowania
homologicznego w oparciu o strukture krystaliczng receptora (32-adrenergicznego, natomiast
struktura liganddw oznaczona zostala z wykorzystaniem spektroskopii NMR i metod
modelowania molekularnego [*®]. Podobnie jak w pracach H1-H3 i H5, w pracy H4 protokot
symulacyjny polegal na zadokowaniu ligandéw do receptoréow oraz optymalizacji geometrii
wybranych komplekséw o najnizszej energii swobodnej oddzialywania.

Analizujac wyniki przeprowadzonych badan, zaobserwowalam, ze w przypadku

tetrapeptydowych ligandoéw, wartos$ci energii swobodnej oddziatywania receptor-ligand byty
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niskie i nie réznily sie znaczaco dla obu badanych receptorow, co zgadza sie z wynikami
badan aktywnosci biologicznej (Tabela 6). W przypadku komplekséw z heptapeptydowymi
ligandami wartosci energii swobodnej oddziatywania byly wyzsze i zr6znicowane. Najlepsza
zgodnos¢ obliczonych wartosci energii z testami MVD wystepowala dla kompleksow
receptora 6 zligandami heptapeptydowymi A, B i E. Dla tych trzech komplekséw
o najwyzszej aktywnos$ci biologicznej wartoSci energii swobodnej oddzialywania byly
najnizsze. Obok wartosci energii, kolejnym analizowanym czynnikiem, ktéry pozwolil mi
oceni¢ stabilnos¢ komplekséw, bylo polozenie (orientacja) liganda w kieszeni wiazacej,
podobnie jak w przypadku receptorow wazopresyny i oksytocyny (H1-H3, H5).
W receptorze 8, analogi o wyzszej aktywnosSci biologicznej byty zadokowane w taki sposéb,
ze N-terminalna grupa aminowa oraz pierScienie aromatyczne Tyr' i Phe® byly zanurzone
w glebi kieszeni receptora. Analogi heptapeptydowe A, B i E o najwyzszej aktywnosci
biologicznej przyjmowaly w receptorze § rozciagnieta konformacje, a ich C-koniec

oddzialywat z petlami zewnatrzkomoérkowymi (Rysunek 11). Ligandy d, C i D o nizszej

5-C

Rysunek 11. Polozenie analogéw deltorfiny w receptorze 6. Po lewej: potozenie "aktywne" liganda; po
prawej potozenie "nieaktywne" [H4].

aktywnos$ci biologicznej byly polozone odwrotnie, co uniemozliwialo ich prawidlowe
dopasowanie do kieszeni wiazacej receptora i utworzenie z nim stabilnych oddziatywan
(Rysunek 11). W receptorze p analog d o nizszej aktywnosci biologicznej takze utozony byt
C-koncem w glebi kieszeni wigzacej, a potozenie pozostalych tetrapeptydéw o wyzszej
aktywnosci biologicznej bylo prawidtowe (N-koniec zadokowany w glebi receptora). Analogi
heptapeptydowe wykazujace nizsza aktywnoS¢ biologiczna w receptorze p przyjmowaty
w tym receptorze zwinieta konformacje i wszystkie byly w caloSci zanurzone w kieszeni
wiazacej receptora. Zaobserwowatam, Ze potozenie ligandow aktywnych biologicznie bylo

zgodne z koncepcja "wiadomosc-adres” (ang. message-address), wedlug ktorej N-koncowy
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fragment liganda opioidowego - glownie grupa aminowa i taicuch boczny Tyr!
(tzw. tyramina) - odpowiadajq za przekazywanie sygnatu (wiadomosci). Zatem prawidlowe
potozenie N-konca ligandow w kieszeni wigzacej jest kluczowe dla oddzialywania
z receptorami opioidowymi i ich aktywacji [*]. Pozostala cze$¢ czasteczki liganda (adres)
odpowiada za jego selektywne wigzanie do okreSlonego typu receptora opioidowego [*°].
Zgodnie z moimi obserwacjami koncepcja ta sprawdzila sie réwniez dla wiekszosci
kompleksow receptor-ligand opisanych w pracy H4. Zaproponowatam rowniez wyjasnienie,
dlaczego analogi C i D wykazuja najstabszq aktywnos¢ biologiczng. Przed dokowaniem,
w strukturze tych dwoch ligandéw, pierScien aromatyczny Tyr' byt potozony ponad
plaszczyzna pierScienia makrocyklicznego liganda (Rysunek 12). Taka konformacja
utrudniata poprawne zadokowanie ligandéw C i D do receptorow w taki sposob, aby tyramina
zanurzona w glebi miejsca wiazacego receptora mogla prawidlowo oddziatywac
z receptorem, co warunkuje jego aktywacje i przekazanie sygnatlu. W przypadku innych
ligandéw, wykazujacych wyzsza aktywnos$¢ w testach GPI i MVD (jak ligand B), tyramina

byta wyeksponowana na zewnatrz czasteczki (Rysunek 12).

C D B

Rysunek 12. Konformacja ligandéw C, D i B [H4].

Kolejnym wynikiem badan przeprowadzonych w pracy H4 byla identyfikacja reszt
aminokwasowych receptora § i p zaangazowanych w wigzanie badanych ligandow.
Zauwazylam, ze kieszenie wigzace badane ligandy tylko czesciowo sie pokrywaja. Biorac pod
uwage liczbe i sile oddzialywan receptor-ligand oraz dostepne dane eksperymentalne,
zaproponowatam najbardziej prawdopodobny sposéb wigzania tetrapeptydéw w receptorze &
oraz |, a takze heptapeptydow w receptorze 6 (Rysunek 13).

Najwazniejszym oddzialywaniem zaobserwowanym przeze mnie w tych kompleksach

byt mostek solny pomiedzy grupg aminowa Tyr' a kwasem asparaginowym z helisy TM3

24



Magdalena Slusarz Zalgcznik 3a (Autoreferat)

D128/149(3.32) (Rysunek 13). To oddzialywanie warunkuje aktywnos¢ biologiczng badanych
ligandow. Innymi waznymi oddzialywaniami byly wigzania wodorowe z resztami lizyny
K108(2.63) i K214(5.39) w receptorze 6 oraz z K305(6.58) w receptorze p. W wigzaniu
ligandow uczestniczyly takze reszty histydyny oraz reszty aromatyczne i hydrofobowe

(Rysunek 13).

6- tetra peptyd (b)

2
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Rysunek 13. Kompleksy receptor-ligand ilustrujgce rézne sposoby wiqzania opioidéw badanych w pracy H4.

Dla kompleksow heptapeptydow z receptorem p nie zaobserwowalam zadnego
preferowanego sposobu oddziatlywania. Ze wzgledu na zwinieta konformacje w receptorze ,
oddzialywania heptapeptydow w kompleksach z receptorem p byly slabsze niz
w kompleksach z receptorem §. Byly tez niespecyficzne ze wzgledu na rézng orientacje
heptapeptydow w kieszeni wiazacej receptora. W zadnym z komplekséw z receptorem p nie
wystepowat mostek solny pomiedzy tyraming a D149(3.32), co wyjasnia, dlaczego aktywnos¢
biologiczna heptapeptydéw w testach GPI byla bardzo staba. W receptorze &
to oddzialywanie zawsze wystepuje, ponadto rozciggnieta konformacja heptapeptydow
wewnatrz kieszeni wiazacej (Rysunek 13) umozliwia oddzialywanie C-konca ligandow
(czeSci "adresowej") z petlami zewnatrzkomorkowymi, warunkujac selektywne wigzanie
heptapeptydéw w receptorze 6.

Praca H7 byta kontynuacjq badain mechanizmu specyficznos$ci wigzania ligandéw przez

receptory opioidowe §. Przedmiotem badan byly Leu’-enkefalina (Leu’-ENK), endogenny
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ligand opioidowy selektywny wzgledem receptora 8, oraz zmodyfikowana Leu®-enkefalina
zawierajgca w czasteczce kwas B-D-glukuronowy (Leu’-ENK-GlcA) (Tabela 5). Dolaczenie
do czasteczki Leu’-enkefaliny ugrupowania cukrowego powoduje wzrost aktywnosci peptydu
w testach GPI i MVD, ale w sposéb niesymetryczny, co powoduje, ze Leu>-ENK-GIcA
wykazuje jeszcze wyzszg selektywno$¢ wzgledem receptoréw § niz Leu’>-ENK [*']. Obecno$¢
fragmentu cukrowego w czasteczce peptydu zwieksza jego zdolno$¢ do przenikania przez
bariere krew-mozg [**], co moze by¢ przyczyng wyzszej aktywno$¢ biologicznej Leu®>-ENK-
GlcA w obu testach, ale nie wyjasnia, dlaczego efekt ten jest silniejszy w przypadku
receptorow 6. Badania opisane w pracy H7 mialy na celu sprawdzenie jak modyfikacja
czagsteczki Leu’-enkefaliny wplywa na oddzialywanie z receptorami i czy powoduje
podwyzszenie selektywnosci wzgledem receptora 6.

Do przeprowadzenia symulacji wykorzystalam struktury krystaliczne receptorow
opioidowych, a struktury Leu’-ENK oraz Leu>-ENK-GIcA wymodelowatam de novo.
Po wykonaniu minimalizacji energii oraz dynamiki molekularnej, do dokowania wybratam
struktury reprezentatywne z najliczniejszych klastrow. Po wykonaniu dokowania cztery
wybrane kompleksy o najnizszej energii swobodnej oddzialywania receptor-ligand zostaly
poddane dynamice molekularnej w modelu uwodnionej btony lipidowe;j.

Podczas symulacji, w kazdym z czterech komplekséw badanych w pracy H7, ogdlne
potozenie ligandow bylo zgodne z koncepcja message-address: N-koniec liganda byt
zadokowany w glebi kieszeni wiazacej, a C-koniec byl skierowany w strone domeny
zewnatrzkomoérkowej. Czasteczka Leu>-ENK-GIcA byta zadokowana nieco glebiej. Grupa
aminowa Tyr' w kazdym z kompleksow tworzyta mostek solny z kwasem asparaginowym
D128/149(3.32). To oddzialywanie silnie kotwiczylo N-koniec ligandow wewnatrz kieszeni
wiazacej receptora. W obu badanych receptorach widoczne bylo wyrazne zageszczenie
oddziatywann z Leu-ENK-GIcA w poréwnaniu z Leu®-ENK, byly tez one trwalsze
(Rysunek 14).

Efekt ten by} najbardziej widoczny dla Leu>-ENK-GlcA w kompleksie z receptorem §,
gdzie obecnych bylo najwiecej silnych i trwalych oddzialywan. Ponadto reszty oddziatujace
zligandem byly roéwnomiernie rozmieszczone w calej kieszeni wigzacej receptora
(Rysunek 15), co dodatkowo zwiekszato stabilno$¢ kompleksu receptor-ligand, a potozenie
i konformacja liganda w czasie dynamiki molekularnej prawie sie nie zmienialty. Warto$¢
energii swobodnej oddzialywania receptor-ligand dla tego kompleksu byla najnizsza

(najbardziej korzystna).
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Rysunek 14. Reszty receptoréw oddziatujqce z Leu>-ENK i Leu*-ENK-GIcA podczas symulacji [H7].
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Rysunek 15. Kompleks receptora § z Leuw’-ENK-GIcA [H7].
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Mostek solny pomiedzy N-koncowa grupa aminowa a kwasem asparaginowym
D128/149(3.32) wnosit najwiekszy wklad do energii swobodnej oddzialywania
receptor-ligand we wszystkich badanych kompleksach. Kolejny mostek solny wystepowat
pomiedzy C-koncem liganda a resztami lizyny/argininy: K214(5.39), K108(2.63)
i R192(ECL2) w receptorze 6 oraz K305(6.58) i R211(ECL2) w receptorze p. Sie¢ wigzan
wodorowych byla najgestsza i najsilniejsza w kompleksie Leu>-ENK-GIcA z receptorem &
itylko w tym kompleksie wystepowaly wigzania wodorowe z W274(6.48), N131(3.35)
i S311(7.46). Oddzialywania aromatyczne/hydrofobowe wnosity —wiekszy  wklad
do oddziatywania receptor-ligand w kompleksach obu receptoréw z Leu’-ENK-GIcA niz
z Leu>-ENK.

Na podstawie przeprowadzonych symulacji moglam wykaza¢, Zze obecnos¢
ugrupowania cukrowego w czasteczce enkefaliny wzmacnia oddzialywanie z receptorami
opioidowymi, a szczegOlnie z receptorem §. Zaproponowatam takze, Ze za selektywno$c¢
wigzania Leu’-ENK-GIcA odpowiedzialne sa niekonserwatywne reszty lizyny, K108(2.63)
w receptorze 6 i K305(6.58) w receptorze .

BIALKO WIRUSOWE UL49.5 (H6, H8-H9)
Biatko UL49.5 bydlecego herpeswirusa (BoHV-1) jest 96-aminokwasowym integralnym

biatkiem blonowym, skladajacym sie z N-koncowej domeny Iluminalnej, domeny
transmembranowej oraz C-koficowej domeny cytoplazmatycznej. Biatko to nie ulega
glikozylacji podczas modyfikacji potranslacyjnych w przeciwienstwie do homologicznych
glikoprotein gN u innych przedstawicieli rodziny Herpesviridae. Biatka UL49.5/gN mogaq
wystepowaC w postaci monomeru, homodimeru Iub heterodimeru z wirusowa
glikoproteing M (gM) [**].

Herpeswirusy sa patogenami infekujacymi wiele gatunkéw kregowcéw, w tym
cztowieka. BoHV-1, nalezacy do rodzaju Varicellovirus jest czynnikiem etiologicznym
zakaznego zapalenia nosa i tchawicy u bydla (ang. Infectious Bovine Rhinotracheitis, IBR),
moze réwniez wywolywacé zapalenie spojowek, stany zapalne blony Sluzowej narzadow
rozrodczych, poronienia oraz uogélnione zakazenia u cielgt [*,*°]. Do wiruséw z rodziny
Herpesviridae bedacych patogenami cztowieka, naleza miedzy innymi wirusy: opryszczki
(HSV-1 i HSV-2), ospy wietrznej (VZV), cytomegalii (CMV), czy wirus Epsteina-Barr
(EBV) wywotujacy mononukleoze [*°].
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Herpeswirusy potrafia unika¢ odpowiedzi immunologicznej ze strony ukladu
odpornosciowego gospodarza i mogg pozostawa¢ w jego organizmie w stanie latencji [*’].
Jedng ze strategii immunomodulacyjnych herpeswirusow jest zaburzanie procesu prezentacji
antygenow na powierzchni komorki przez biatka glownego ukladu zgodnosci tkankowej
klasy I (MHC-I) [**]. Biatko UL49.5 BoHV-1 jest elementem kluczowym tego procesu,
poniewaz wykazuje zdolno$¢ do hamowania transportera zwigzanego 2z prezentacjq
antygenow (ang. Transporter associated with Antigen Processing, TAP). TAP jest biatkiem
blonowym, heterodimerem zlozonym z dwodch podjednostek, TAP1 i TAP2. UL49.5
oddzialuje z domeng transmembranowa TAP i blokuje transport peptydéw antygenowych
wirusa z cytoplazmy do retikulum endoplazmatycznego (Rysunek 16). Kompleksy z biatkami
MHC-I nie powstajg, a poniewaz nie wystepuje prezentacja antygenoOw na powierzchni
komorki, nie moze by¢ ona rozpoznawana i niszczona przez limfocyty T cytotoksyczne.
UL49.5 nie tylko hamuje transport peptydow antygenowych poprzez oddzialywanie z TAP,

ale moze tez kierowa¢ TAP do degradacji
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Rysunek 16. Schemat dzialania biatek UL49.5
podczas infekcji wirusami z rodzaju Varicellovirus.
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terapii przeciwnowotworowych, poniewaz BoHV-1 jest wirusem onkolitycznym, ktory
potrafi selektywnie infekowac ludzkie komérki nowotworowe.

Poniewaz struktura eksperymentalna UL49.5 nie byla wczesniej znana, pierwszy etap
badan, opisany w pracy H6, skupiat sie na uzyskaniu struktury tego biatka. Badania byly
wykonywane w duzym zespole i obejmowaly badania eksperymentalne oraz modelowanie
molekularne. Podczas badan eksperymentalnych wykonana zostala synteza dwdch
fragmentow biatka UL49.5: fragmentu luminalnego oraz transblonowo-cytoplazmatycznego,
a nastepnie badania strukturalne tych dwoch peptydow. Otrzymane z badan
eksperymentalnych struktury obu peptydéw polaczylam ze soba, aby otrzymac ciagla
sekwencje biatka. Wykorzystujac dostepne dane literaturowe sugerujace prawdopodobne
potozenie UL49.5 w blonie lipidowej oraz dokladnie analizujac sekwencje aminokwasowa
biatka (charakter hydrofilowy/hydrofobowy), okreslitam optymalne potozenie biatka
w blonie. Tak przygotowana strukture biatka w modelu uwodnionej blony POPC poddatam
symulacji dynamiki molekularnej. W pierwszej czeSci symulacji zastosowalam wiezy
harmoniczne nalozone na katy ¢ i { helis, tak aby utrzyma¢ wartosci katow oznaczonych
w badaniach NMR. W pozostatej czeSci symulacje prowadzitam bez wiezow.

Wynikiem badan przeprowadzonych w pracy H6 bylo uzyskanie po raz pierwszy
struktury biatka UL49.5 BoHV-1. Dzieki zastosowaniu dynamiki molekularnej mozliwe byto

zaobserwowanie zachowania biatka i zmian jego struktury w czasie symulacji (Rysunek 17).
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Rysunek 17. Struktura biatka UL49.5 w czasie symulacji dynamiki molekularnej w modelu blony lipidowej [H6].

Struktura koncowa UL49.5 uzyskana w wyniku symulacji w modelu blony lipidowej
skladala sie z trzech fragmentow helikalnych: N-koncowej helisy w domenie luminalnej oraz

dwéch mniejszych fragmentéw helikalnych w domenie transmembranowej potaczonych
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krotka petla zawierajaca [-zgiecie. Na pograniczu domen luminalnej i transmembranowej,
helisy polaczone byly 20-aminokwasowym fragmentem petli zawierajacym dwa B-zgiecia
tworzone z udziatem reszt proliny. Petla ta tworzy zawias (ang. hinge), umozliwiajacy zmiane
polozenia fragmentoéw helikalnych (luminalnego i transblonowego) wzgledem siebie podczas
symulacji. Analiza ruchliwo$ci poszczeg6lnych fragmentow biatka (Root Mean Square
Fluctuations, RMSF) wykazala, Ze znaczqce zmiany potozenia byly widoczne dla zanurzonej
w Srodowisku wodnym helisy luminalnej, natomiast region transmembranowy by} bardziej
stabilny. Obecnos¢ petli i licznych zgie¢ w strukturze biatka UL49.5 warunkuje jego
fleksybilnos¢, co jest kluczowe dla prawidlowego dopasowania sie do biatek blonowych,
z ktérymi oddziatuje w komérce: TAP i gM. Dzieki uzyskaniu struktury UL49.5 w pracy H6
zaproponowane zostaty po raz pierwszy prawdopodobne struktury kompleksu UL49.5 z TAP.

Uzyskana struktura UL49.5 stala sie punktem wyjSciowym kolejnych badan opisanych
w pracach H8 i HY. Badania przeprowadzone we wspoipracy z Uniwersytetem Stanforda
opisane w pracy P39 wykazaly, ze biatko UL49.5 poprzez oddzialywanie z TAP kieruje je
do degradacji proteasomalnej, wykorzystujac
ligaze ubikwityny E3 (ang. Cullin2-RING E3
ubiquitin ligase) [*']. Pierwszym, kluczowym
etapem tego procesu jest rozpoznanie
C-koncowego, cytozolowego fragmentu
UL49.5 przez biatko KLHDC3 (ang. Kelch
domain-containing protein 3). Struktura
KLHDC3 jest bardzo charakterystyczna,
zawiera szeS¢ domen typu kelch (KRI -

KRVI) uktadajacych sie w strukture B-$Smigta

(Rysunek 18). Kazda zlopatek <Smigla
zlozona jest z czterech antyrownoleglych
Rysunek 18. Struktura biatka KLHDC3 [H8]. nici B

KLHDC3 rozpoznaje i wigze substraty CRL2 poprzez oddzialywanie z krétkimi
fragmentami C-terminalnymi biatek, tak zwanymi degronami. Badania mutagenezy ujawnity,
ze mutacje w C-koncowej sekwencji “RGRG* UL49.5 majq silny wplyw na wigzanie
UL49.5 do KLHDC3 i degradacje TAP. Mutacje G96D oraz R93K uposledzaja
oddziatywanie UL49.5 z KLHDC3 iw konsekwencji degradacja TAP nie nastepuje,

natomiast mutacja R95K nie ma negatywnego wplywu na to oddziatywanie [*'(P39)].

31



Magdalena Slusarz Zalgcznik 3a (Autoreferat)

Aby wyjasni¢, dlaczego wystepuja tak wyrazne roznice w oddzialywaniu, w pracy H8
przeprowadzilam modelowanie molekularne kompleksow KLHDC3 z C-terminalnymi
dekapeptydami biatka UL49.5 typu dzikiego oraz jego mutantéw: G96D, R93K oraz R95K.
Poniewaz struktura eksperymentalna KLHDC3 nie jest znana, w badaniach uzylam modelu
KLHDC3 pobranego z bazy AlphaFold [**]. Struktura ta byta bardzo niestabilna i rozplatata
sie podczas probnych symulacji dynamiki molekularnej. Konieczne bylo jej
zoptymalizowanie, co uzyskatam poprzez wykonanie symulacji ze stopniowym rozluZnianiem
wiezow natozonych na katy ¢ i y, az do swobodnej symulacji bez wiezéw. Strukture
dekapeptydu UL49.5 typu dzikiego utworzytam poprzez wyciecie C-terminalnego fragmentu
dekapeptydowego ze struktury UL49.5 uzyskanego podczas wczeSniejszych badan,
a struktury mutantéw powstaty poprzez wykonanie odpowiednich substytucji (G96D, R93K
oraz R95K). Protokdt symulacyjny w pracy H8 obejmowal dokowanie oraz dynamike
molekularng kompleksow KLHDC3-UL49.5. Do badan zastosowalam fragmenty
dekapeptydowe UL49.5, poniewaz podczas probnego dokowania samego degronu
(tetrapeptydu) okazato sie, ze jest to zbyt krotki fragment, ktéry dokuje sie do KLHDC3 dos¢
chaotycznie i w ztej orientacji (cze$¢ degronéw ukladata sie N-koricem do wnetrza biatka),
zatem nie byl to wystarczajaco dobry model UL49.5 aby mdc wiarygodnie oceni¢ jego
oddzialtywanie z KLHDC3. W przypadku dokowania fragmentéw dekapeptydowych ich
dlugosc byta wystarczajaca do zachowania stabilnej pozycji na powierzchni KLHDC3, a ich
orientacja podczas dokowania byla prawidlowa, z C-koncem skierowanym do wnetrza
KLHDC3. Poniewaz zadna struktura kompleksu KLHDC3 z biatkami nie jest znana,
wiadomo tylko, Ze degrony wigzane sq na goérnej powierzchni bialek KLHDC, miejsce
potencjalnego dokowania obejmowato cala gérna powierzchnie biatka wraz z petlami. Po
przeprowadzeniu dokowania wszystkie cztery kompleksy zostaly poddane dynamice
molekularnej. W wyniku przeprowadzonych symulacji uzyskalam struktury czterech

kompleksow KLHDC3 z UL49.5 typu dzikiego oraz trzema mutantami (Rysunek 19).
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Rysunek 19 Polozenie badanych dekapeptydéw na powierzchni biatka KLHDC3. Kolorem zdéttym
zaznaczono zmutowane reszty aminokwasowe [H8].

Analiza wynikow symulacji pozwolita mi zaproponowaC wyjasnienie roznic
w aktywnosci UL49.5 i jego mutantow zaobserwowanych podczas badan eksperymentalnych
[*']. Miejsce zadokowania wszystkich dekapeptydéw na powierzchni biatka bylo podobne,
natomiast konformacja degronéw réznila sie. Polozenie i konformacja degronu UL49.5 typu
dzikiego (RGRG) oraz mutanta R95K (RGKG) byly niemal identyczne, z C-terminalng reszta
G zanurzong gteboko w centralnej wnece na powierzchni KLHDC3*. Degrony pozostatych
dwoch mutantow: G96D (RGRD) oraz R93K (KGRG) polozone byly nieco plycej, a reszta
G*® nie byla skierowana do wnetrza biatka KLHDC3 (Rysunek 19). Struktury RGRD oraz
KGRG byly tez zdecydowanie mniej stabilne, policzone dla nich wartosci RMSD podczas
symulacji byly wyzsze niz dla degronu UL49.5 typu dzikiego oraz mutanta RGKG. Nalozenie
struktur badanych dekapeptydéw po symulacji ujawnito, ze mutant KGRG, ktory oddziatuje
z KLHDC3, przyjmowat konformacje bardzo podobng do konformacji degronu UL49.5 typu
dzikiego, natomiast struktury dwéch pozostaltych mutantéw znaczaco sie od niej roznity

(Rysunek 20). Jest to najwazniejsze odkrycie bedace wynikiem badan opisanych w pracy H8,

WT-RGKG WT-RGRD
RMSD = 4.37A RMSD = 1.52& RMSD =3.90A

Rysunek 20. Natozenie struktur dekapeptyddéw po symulacji [H8].

T Numery reszt UL49.5 pisane sa w indeksie gérnym dla odr6znienia ich od reszt KLHDC3.
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pokazujace, ze zdolno$¢ UL49.5 do oddzialywania z KLHDC3 jest Scisle skorelowana
z konformacja degronu, ktéra przyjmuje podczas oddzialywania z tym biatkiem. Mutant
R95K zachowuje konformacje degronu UL49.5 typu dzikiego, zatem moze przyja¢ podobne
jak on polozenie w miejscu wiagzacym KLHDC3 i podobnie z nim oddziatywac.

Mutacje G96D i R93K zmieniaja konformacje degronu, co skutkuje utrata kluczowych
oddziatywan z udziatem C-terminalnej grupy karboksylowej, ktére determinuja prawidlowe
rozpoznawanie UL49.5 przez KLHDC3. W przypadku kompleksu dekapeptydu UL49.5 typu
dzikiego, pomiedzy KLHDC3 i UL49.5 tworzyla sie sie¢ silnych oddzialywan polarnych.
C-terminalna grupa karboksylowa G* UL49.5 oddziatywala poprzez mostki solne z dwiema
resztami argininy, R198 i R293, a takze tworzyla wigzanie wodorowe z seryng S241.
Znaczacy wkilad do energii swobodnej oddziatlywania wnosity rowniez oddziatywania dwoch
reszt argininy degronu, ktore tworzyly mostki solne oraz wigzania wodorowe z KLHDCS3.
Mutacja R95K powodowala utrate wiekszoSci oddziatywan w obrebie zmutowanej reszty,
ale oddzialywania C-konica dekapeptydu byly zachowane. W przypadku mutantow R96D
i R93K ich konformacja i sposéb utozenia w miejscu wigzagcym KLHDC3 powodowaty brak
kluczowego oddzialywania reszty C-terminalnej z S241 KLHDC3, a wklad wnoszony przez
oddziatywania reszt D*/G* do energii swobodnej oddziatywania by} znacznie nizszy niz dla
ULA49.5 typu dzikiego.

Praca H9 byla kontynuacjg badan opisanych w pracy H8, a jej celem gldwnym bylo
szczegotowe zbadanie oddzialywania KLHDC3
z UL49.5 podczas dhuzszej symulacji kompleksu obu
biatek w Srodowisku btony lipidowej w otoczeniu
czasteczek wody (Rysunek 21). W pracy H9
zastosowatam pelng strukture dojrzalego biatka
ULA49.5, pozbawiong jedynie N-terminalnej sekwencji
sygnatowej (reszt 1-21), ktéra nie bierze udziatu
w oddziatywaniu z KLHDC3 [®]. Dzieki temu
mozliwe bylo zaobserwowanie zmian struktury
UL49.5 podczas symulacji. Dodatkowym celem badan

w pracy H9 byla tez proba znalezienia odpowiedzi na

pytanie, dlaczego obecnos¢ w UL49.5 degronu wn LG TR S e N
rozpoznawanego przez KLHDC3 nie prowadzi do Rysunek 21. Struktura startowa uktadu

degradacji tego biatka, a tylko do degradacji TAP. badanego w pracy HS.
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Startowy kompleks KLHDC3-UL49.5 zostal zbudowany w oparciu o strukture
kompleksu KLHDC3 z C-koncowym dekapeptydem UL49.5 otrzymang w pracy HS8.
Po umieszczeniu kompleksu w modelu uwodnionej blony lipidowej wykonalam trzy
niezalezne symulacje dynamiki molekularnej, kazda o dlugosci 1,2 ps. Analiza zmian RMSD
podczas symulacji pokazatla, ze struktura KLHDC3 prawie sie nie zmienita, natomiast UL49.5
przechodzito znaczace zmiany konformacyjne. Zaobserwowatam, ze oba biatka podczas
symulacji przemieszczaly sie, ale caly czas pozostawaly silnie zwigzane w stabilny kompleks.
Potwierdzaja to rowniez ujemne wartoSci energii swobodnej oddzialywania podczas
wszystkich trajektorii. Najwiekszy wktad do energii oddzialywania biatko-biatko wnosity
oddziatywania reszt degronu, a zwlaszcza C-terminalnej reszty G*. Wykonatam obliczenia
RMSF, aby przeanalizowac¢ ktére fragmenty biatka UL49.5 byly najbardziej i najmniej

ruchliwe podczas symulacji (Rysunek 22).
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Rysunek 22. RMSF biatka UL49.5 podczas symulacji dynamiki molekularnej [H9].

Okazalo sie, ze najmniej ruchliwym fragmentem UL49.5 podczas symulacji byt C-koniec
biatka. Zazwyczaj w przypadku bialek blonowych najwieksze zmiany konformacyjne
zachodza w petlach oraz we fragmentach terminalnych biatka. Bylo tak réwniez podczas
wczesniejszych symulacji biatka UL49.5 i jego mutantéw, w ktorych C-koniec biatka
wykazywat najwieksza ruchliwo$¢, a najmniejszg domena transmembranowa [*(P38)].
Podczas symulacji kompleksu KLHDC3-UL49.5 w pracy H9, wyzsze wartosci RMSF
wystepowaly dla czeSci transmembranowej UL49.5, natomiast C-koniec silnie zwigzany

z KLHDC3 miat ograniczong ruchliwos$¢ (Rysunek 22).
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Analiza struktury drugorzedowej UL49.5 w czasie symulacji potwierdzita, 7ze we
wszystkich symulacjach ogélny schemat budowy UL49.5 nie zmienit sie. Biatko skladato sie
z dwoch odcinkéw helikalnych polgczonych ditugg petla, zawierajacag motyw **PPQ>, ktdry
jest konieczny dla oddziatywania z TAP i kierowania go do degradacji [*']. Zauwazytam,
ze podczas prowadzonych przeze mnie symulacji, zgiecie w regionie *PPQ™ stanowito
zawias umozliwiajacy przemieszczania sie helisy pierwszej wzgledem pozostatej czesci
biatka, co prawdopodobnie warunkuje prawidtowe dopasowanie sie UL49.5 do TAP. Zmiany
struktury UL49.5 widoczne byly takze w obrebie helisy pierwszej, gdzie w dwoch z trzech
symulacji, ztamanie helisy w regionie *RRE* spowodowato ulozenie sie jej krotszego
N-terminalnego fragmentu na powierzchni blony. W regionie C-konca podczas symulacji
utworzyt sie krétki fragment helikalny w regionie *KKES® bezposrednio poprzedzajacym
sekwencje degronu. Przeprowadzona analiza oddzialywan UL49.5 z KLHDC3 wykazala,
ze biatka zwigzane sq ze soba poprzez gesta sie¢ oddzialywan polarnych (Rysunek 23).
Najsilniejsze oddzialywania (najtrwalsze i wnoszace najwiekszy wklad do energii
oddzialywania) tworzyly sie z udziatem C-terminalnej reszty G*. Byto to wigzanie wodorowe
G*°-S241 oraz dwa mostki solne: G*-R198 i G*°-R293. Oddziatywania te wystepowaty
we wszystkich symulacjach. Reszty argininy degronu R* i R® przez wiekszo$¢ czasu
symulacji tworzyty mostki solne z D129, D181 i E320, ale nie tak stabilne, jak oddziatywania
z udziatem G®. Eancuchy boczne tych dwoch reszt argininy podczas symulacji zmienity
swoje polozenie, aby umozliwi¢ idealne dopasowanie sie degronu do bipolarnej powierzchni
miejsca wigzacego KLHDC3 (Rysunek 23).

NIE{ZJE%ANE UL49.5-KLHDC3 UL49.5-KLHDC3

A

< R93
R95

G96

v s

Rysunek 23. Panel lewy: konformacja degronu UL49.5: niezwiqzanego (zielony) oraz w kompleksie
z KLHDC3 (amarantowy). Panel prawy: kompleks UL49.5-KLHDC3 [H9].
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Poza resztami degronu UL49.5, znaczacy wkiad do energii oddzialywania wnosily takze
oddzialywania z udzialem reszt K*, K%, S* i S*. Reszty te mogg by¢ potencjalnymi
miejscami ubikwitynacji. Analiza trajektorii pokazala jednak, ze podczas symulacji
pozostawaly one caly czas w bliskim kontakcie z resztami KLHDC3, przez co ich fafncuchy
boczne prawdopodobnie nie sa dostepne dla ubikwityny, co moze wyjasnia¢, dlaczego
ULA49.5 nie jest degradowane po zwigzaniu z KLHDC3.

Poréwnatam strukture otrzymanego w pracy H9 kompleksu UL49.5-KLHDC3
ze strukturag krystaliczng biatka KLHDC2 w kompleksie z degronem USP1 (ang. Ubiquitin
carboxyl-terminal ~ hydrolase 1) [®]. Pomimo niezbyt wysokiego podobienstwa
sekwencyjnego (~25%), oba biatka, KLHDC2 i KLHDC3 wykazuja wysokie podobiefistwo
strukturalne. Taka mimikra strukturalna moze by¢ niezwykle wydajnym mechanizmem, ktory
umozliwia biatkom KLHDC selektywne rozpoznawanie réznych degronow dzieki réznej
sekwencji, ale stosujac analogiczne mechanizmy wiazania dzieki podobnej strukturze
trzeciorzedowej. Wniosek ten wyciggnetam na podstawie poréwnania sieci oddzialywan
polarnych wokot C-konca degronéw w kompleksach z KLHDC2 i KLHDC3. Zauwazytam,
ze w obu przypadkach z C-terminalng grupa karboksylowa degronu oddziatuje reszta seryny

oraz dwie reszty argininy, ktore nazwatam "triadg RSR" (Rysunek 24).

=

KLHDC3 - UL49.5

Rysunek 24. Oddziatywanie C-terminalnych reszt degronéw UL49.5 i USP1 z triadg RSR
w biatkach KLHDC?2 i KLHDC3 [H9].

W oparciu o te obserwacje zaproponowatam prawdopodobny mechanizm wigzania
degrondw, ktory przebiega w dwoch etapach. W pierwszym etapie degron rozpoznawany jest
przez niekonserwatywne reszty aminokwasowe znajdujace sie w wyeksponowanych zwrotach
petli. W przypadku UL49.5 rozpoznawane sg reszty argininy degronu, w kolejnym etapie

triada RSR silnie przyciaga C-terminalng grupe karboksylowa do wnetrza miejsca wigzacego
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KLHDC3, a silne oddzialywania polarne stabilizuja powstaly kompleks. W przypadku
degronu USP1 o sekwencji LLGG, najbardziej wyeksponowane sa reszty leucyny i to one
W pierwszym etapie wigzania mogq by¢ rozpoznawane przez niekonserwatywne reszty
KLHDC2 lezace w petlach. Drugi etap wigzania z udzialem triady RSR moze byc¢
analogiczny jak dla KLHDCS3, a takze dla innych biatek KLHDC.

PODSUMOWANIE

Badania opisane w pracach H1-H10 dotyczyly badania in silico struktury
i molekularnego mechanizmu dzialania wybranych biatek blonowych pelnigcych wazne
funkcje fizjologiczne. Biatka te sg, lub moga by¢, punktem docelowym dziatlania lekow.
Zaprojektowanie skutecznego i selektywnego leku wymaga szczegdtowej wiedzy o strukturze
miejsca wigzgcego biatka oraz oddziatywaniach stabilizujacych kompleks biatko-lek. W tym
celu przeanalizowalam osiemdziesigt osiem kompleksow receptor-ligand oraz cztery
kompleksy biatko-biatko. Podczas wszystkich przeprowadzanych badan zawsze
porownywatam uzyskane wyniki z dostepnymi danych eksperymentalnymi. NajczeSciej byty
to badania aktywnosci biologicznej lub dane strukturalne dotyczace spokrewnionych biatek
pelniacych podobne funkcje fizjologiczne.

Wyniki moich badan poszerzaja wiedze na temat struktury i molekularnych
mechanizmow dzialania wybranych bialek blonowych i maja na celu umozliwienie
racjonalnego projektowania lekéw, ktorych celem molekularnym sg badane przeze mnie
biatka. Uzyskane wyniki moga poprawic¢ skutecznos$¢ stosowanych obecnie terapii poprzez
celowana modyfikacje czasteczki liganda, tak aby podwyzszy¢ jego selektywno$¢ wzgledem
okreslonego typu receptora. Byloby to cenne w przypadku stosowanych obecnie tokolitykow
(OTR), diuretykow (V2R), czy analgetykow (receptor ) i umozliwitoby otrzymanie lekéw
o mniejszej liczbie skutkéw ubocznych. Jest to szczego6lnie wazne i pilne w przypadku lekow
dziatajacych przez receptory opioidowe, poniewaz szybkie rozwiniecie sie uzaleznienia jest
ogromnym problemem podczas terapii bélu z zastosowaniem analgetykoéw opioidowych.

Dzieki wymodelowaniu struktury receptora wazopresyny V1b i opisaniu topologii jego
miejsca wigzacego mozliwe bedzie racjonalne zaprojektowanie nowych substancji
leczniczych dziatajacych selektywnie na receptory V1b. Leki te moga znaleZ¢ zastosowanie
w leczeniu zaburzen psychicznych wynikajacych z nieprawidlowego dziatania osi HPA,
a takze w leczeniu alkoholizmu.

Dzieki badaniom opisanym w niniejszym autoreferacie mozliwe bedzie takze

rozwiniecie zupelnie nowych S$ciezek terapeutycznych, takich jak leczenie infekcji
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herpeswirusowych czy tez niektérych typéw nowotworéw poprzez modulacje
wewnatrzkomorkowych mechanizméw degradacji bialek. Zaproponowany przeze mnie
mechanizm molekularnego rozpoznawania biatka UL49.5 przez KLHDC3 umozliwi
zaprojektowanie inhibitora, ktory w przypadku infekcji herpeswirusowej moglby zablokowac
oddzialywanie UL49.5 z KLHDC3 i uniemozliwi¢ skierowanie TAP do degradacji.
Mechanizm ten mozna wykorzysta¢ takze w leczeniu nowotworéw. Wiadomo, ze KLHDC3
moze rozpoznawa¢ C-terminalny degron biatka p14*** bedgcego supresorem nowotworu, co
w rezultacie prowadzi do jego degradacji proteasomalnej, co zaobserwowano w przypadku
raka jajnika i niedrobnokomorkowego raka pluca [%,%]. Zablokowanie oddziatywania
KLHDC3 z p14**" mogloby by¢ nowa metoda leczenia nowotwordw, w ktérych wystepuje
nadekspresja KLHDC3.

Inne wazine osiqgniecia naukowe habilitantki, nieujete w osiqgnieciu habilitacyjnym,
wskazane sq w "Wykazie osiqgnie¢ naukowych" (Zatqcznik 4a).

5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA REALIZOWANA
W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

W czasie studiow doktoranckich gldwnym przedmiotem mojej pracy naukowej bylo
modelowanie molekularne receptoréw wazopresyny i oksytocyny oraz ich oddzialywania
z ligandami, agonistami (oksytocyna, wazopresyng oraz desmopresyng) oraz antagonistami
(atosibanem i barusibanem). Zajmowatam sie réwniez badaniem roli czasteczek wody
zidentyfikowanej wewnatrz kieszeni wigzacych badanych receptoréw. Badania oddziatywan
receptor-antagonista wykonywatam w ramach zatrudnienia w projekcie badawczym Ferring
Research Lab (San Diego, USA), gdzie zaprojektowano i przeprowadzono badania kliniczne
atosibanu i barusibanu. Wyniki badan wykonanych we wspotpracy z Ferring Research Lab

opublikowane zostaly w pracach:

e Slusarz MJ, Slusarz R, Kazmierkiewicz R, Trojnar J, Wisniewski K, Ciarkowski J. Molecular
modeling of the neurohypophyseal receptor/atosiban complexes, Protein Pept Lett, 2003, 10, 295-
302.

e Slusarz MJ, Slusarz R, Meadows R, Trojnar J, Ciarkowski J. Molecular dynamics of complexes of
atosiban with neurohypophyseal receptors in the fully hydrated phospholipid bilayer, QSAR Comb
Sci, 2004, 23, 536-545.

e Slusarz MJ, Gieldon A, Slusarz R, Trojnar J, Meadows R, Ciarkowski J: Study of new oxytocin
antagonist barusiban (Fe200 440) affinity toward human oxytocin receptor versus vasopressin Vla
and V2 receptors - molecular dynamics simulation in POPC bilayer, QSAR Comb Sci, 2005, 24,
603-610.
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Publikacje te, wraz z pracami P6, P7 i P9 weszly w sklad mojej rozprawy doktorskiej
(2006). Po wuzyskaniu stopnia doktora, cze$¢ prowadzonych przeze mnie badan byla
kontynuacjg tematyki rozpoczetej w poprzednich latach i obejmowata modelowanie struktury
oraz oddziatywan receptorow wazopresyny i oksytocyny z nowymi ligandami, potencjalnymi
lekami. Do badanych przeze mnie receptoréw OTR, V1aR i V2R, wiaczytam tez receptor
wazopresyny V1b. Niektore z tych badan stanowia czes¢ osiggniecia habilitacyjnego [ H1-H3,
H5, H10]. W roku 2010 zostalam zaproszona do wspoipracy przez naukowcow z Centre
Hospitalier de L'Universite de Montreal (Montreal, Kanada). W ramach tej wspotpracy
wykonane zostaly badania eksperymentalne oraz in silico nowego peptydu, OT-GRK, ktéry
stymuluje réznicowanie sie komorek macierzystych serca w komorki miesnia sercowego

(kardiomiocyty). Wyniki przeprowadzonych badan opublikowane zostaly w pracy:

e Danalache BA, Gutkowska J, Slusarz MJ, Berezowska I, Jankowski M. Oxytocin-Gly-Lys-Arg:
a novel cardiomyogenic peptide, Plos One, 2010, 5, e13643.

W kolejnych latach wiaczytam do badan oprocz receptor6w wazopresyny i oksytocyny,
takze receptory opioidowe. Opublikowane wyniki tych badan stanowig czes¢ osiagniecia
habilitacyjnego [H4, H7].

W roku 2013 zostalam zaproszona do wspoipracy z naukowcami z Instituto
Politécnico Nacional (Mexico City, Meksyk). Przedmiotem wspéipracy byly badania
oddzialywania receptorow wazopresyny z niepeptydowymi antagonistami receptorow
wazopresyny (waptanami), majace na celu zaprojektowanie i zbadanie nowych substancji
o dzialaniu akwaretycznym, ktére mozna byloby stosowaé w leczeniu zaburzen
wodno-elektrolitowych réznego pochodzenia. Wyniki uzyskane we wspéipracy

z meksykanskimi naukowcami opublikowane zostaty w dwoch pracach:

e Contreras-Romo MC, Martinez-Archundia M, Deeb O, Slusarz MJ, Ramirez-Salinas G, Gardufio-
Judrez R, Quintanar-Stephano A, Ramirez-Galicia G, Correa-Basurto J: Exploring the ligand
recognition properties of the human vasopressin Vla receptor using QSAR and molecular
modeling studies, Chem Biol Drug Des, 2014, 83, 207-223.

e Contreras-Romo MC, Correa-Basurto J, Padilla-Martinez I, Martinez-Archundia M, Martinez-
Ramos F, Slusarz MJ, Lopez-Pérez G, Quintanar-Stephano A: Theoretical studies, synthesis, and
biological activity of 1-[(4-methylphenyl)sulfonyl]-5-o0x0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-benzazepine-4-
carbonitrile (C9) as a non-peptide antagonist of the arginine vasopressin V1a and V2 receptors,
Med Chem Res, 2014, 23, 1581-1590.

W roku 2014 zostalam zaproszona przez edytorOw czasopisma "Expert Opinion on

Therapeutic Patents" do napisania pracy przegladowej przedstawiajacej najwazniejsze

w mojej ocenie patenty dotyczace substancji dzialajacych na receptory wazopresyny Vla
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i V1b, zarejestrowane w latach 2012-2014 oraz mojq opinie na temat aktualnego statusu
i przysztych kierunkow badan w tym obszarze. Praca zostala opublikowana w 2015 roku
[P26].

Oprocz prowadzonych przeze mnie badan receptorow blonowych, réwnolegle
zaangazowana bylam takze w badania dotyczace przewidywania struktur bialek w polu
sitowym UNRES (ang. UNited RESidue) oraz parametryzacje tego pola sitlowego.
Uczestniczytam takze kilkukrotnie w konkursach CASP (ang. Critical Assessment of protein
Structure Prediction). Czes¢ prac wykonywana byta we wspolpracy z Korea Institute for

Advanced Study (Seul, Korea Poludniowa):

* Karczynska A, Mozolewska MA, Krupa P, Gieldon A, Bojarski KK, Zaborowski B, Liwo A,
Slusarz R, Slusarz M, Lee J, Joo K, Czaplewski C. Use of the UNRES force field in template-
assisted prediction of protein structures and the refinement of server models: Test with CASP12
targets. J Mol Graph Model, 2018, 83, 92-99.

W ramach konkurséw CASP bylam tez czlonkiem duzej miedzynarodowej grupy
WeFold, skladajacej sie z naukowcow nalezacych do grup badawczych calego Swiata, w tym

dwoch laureatow nagrody Nobla:

* Keasar C, McGuffin LJ, Wallner B, Chopra G, Adhikari B, Bhattacharya D, Blake L, Bortot LO,
Cao R, Dhanasekaran BK, Dimas I, Faccioli RA, Faraggi E, Ganzynkowicz R, Ghosh S, Ghosh S,
Gieldon A, Golon L, He Y, Heo L, Hou J, Khan M, Khatib F, Khoury GA, Kieslich C, Kim DE,
Krupa P, Lee GR, Li H, Li J, Lipska A, Liwo A, Maghrabi AHA, Mirdita M, Mirzaei S,
Mozolewska MA, Onel M, Ovchinnikov S, Shah A, Shah U, Sidi T, Sieradzan AK, Slusarz M,
Slusarz R, Smadbeck J, Tamamis P, Trieber N, Wirecki T, Yin Y, Zhang Y, Bacardit J,
Baranowski M, Chapman N, Cooper S, Defelicibus A, Flatten J, Koepnick B, Popovi¢ Z,
Zaborowski B, Baker D, Cheng J, Czaplewski C, Delbem ACB, Floudas C, Kloczkowski A,
Oldziej S, Levitt M, Scheraga H, Seok C, Soding J, Vishveshwara S, Xu D; Foldit Players
consortium; Crivelli SN. An analysis and evaluation of the WeFold collaborative for protein
structure prediction and its pipelines in CASP11 and CASP12. Sci Rep, 2018, 8, 9939.

W ostatnich latach poszerzylam swoje zainteresowania badawcze o kolejne biatko
btonowe: UL49.5 bydlecego herpeswirusa. Praca opisujaca badania strukturalne UL49.5 oraz
dwie prace opisujace symulacje in silico oddziatywania UL49.5 z KLHDC3 zostalty wlaczone
do mojego osiggniecia habilitacyjnego [H6, H8-H9]. W badaniach brali udzial naukowcy
z Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed. Cze$¢ badan wykonywana
byla réwniez we wspolpracy z naukowcami z Polskiej Akademii Nauk oraz ze Stanford
University (USA):

*  Wachalska M, Riepe C, Slusarz MJ, Graul M, Borowski LS, Qiao W, Foltyiiska M, Carette JE,
Bienkowska-Szewczyk K, Szczesny RJ, Kopito RR, Lipifiska AD. The herpesvirus UL49.5 protein
hijacks a cellular C-degron pathway to drive TAP transporter degradation. Proc Natl Acad Sci USA
2024, 121, e2309841121.
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W 2023 roku odbylam staz naukowy (IV-VI1.2023) na Wydziale Farmaceutycznym
GUMaed. Staz obejmowat projektowanie i synteze lipopeptydéow wykazujacych aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa oraz modelowanie ich struktury, agregacji i oddzialywan
z dwuwarstwa lipidowa. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawitlam we wrzesniu 2023
roku na konferencji miedzynarodowej:

 Slusarz MJ, Neubauer D, Wiéniewska K, Kamysz W. Structural characterization of the
arginine-rich gemini lipopeptides containing p-xylene or biphenyl bridge, 2023, 8th Polish-

Korean Conference on "Protein Folding: Theoretical and Experimental Approaches" 24-
28.09.2023, Jastrzebia Gora, Poland.

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE.

PROWADZONE ZAJECIA DYDAKTYCZNE
* Modelowanie struktury bioczastek (Bioinformatyka, III 1., I st.)
* Technologia informacyjna (Chemia, Ochrona sSrodowiska, Biznes chemiczny, I r., I st.)
* Wstep do modelowania biatek (Chemia, III 1., I st.)
* Modelowanie molekularne (Chemia, III r., I st.)
* Chemia organiczna i biochemia (Przyroda, I rok, I st.)
e Seminarium magisterskie (Chemia, II 1., II st.)
e Seminarium dyplomowe (Bioinformatyka, III r., I st.)
* Pracownia dyplomowa KChT (Chemia, Bioinformatyka, III 1., I st.)
* Graduate laboratory course (Digital Chemistry, I r., II st.)
e MSc laboratory course (Digital Chemistry, Il r., II st.)
e ABCIT (Chemia, Ir., I'st.)
* Programy Uzytkowe (Studia podyplomowe)

* Sieci, Internet, Multimedia (Studia podyplomowe)

OPIEKA NAD PRACAMI DYPLOMOWYMI, MAGISTERSKIMI I DOKTORSKIMI
* 15 prac dyplomowych (obecnie 4), na kierunkach Chemia i Bioinformatyka

* 6 prac magisterskich (obecnie 1), na kierunkach Chemia i Digital Chemistry;
trzy osoby posiadaja juz stopien doktora, a kolejna osoba rozpoczeta wiasnie studia
doktoranckie

e 2 prace doktorskie (promotor pomocniczy):
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© Magdalena Mozolewska: Modelowanie teoretyczne biatek i ich oddziatywan na roznych
poziomach  rozdzielczosci na przykladzie przewidywania  struktury  biatek
oraz wybranych proceséw biochemicznych. 2015, promotor: prof. dr hab. Adam Liwo

o Karolina Zieba: Badanie oddziatywan hydrofobowych i lokalnych w modelowych
uktadach oraz biatkach. 2022, promotor: prof. dr hab. Cezary Czaplewski

POMOCE DYDAKTYCZNE

Kursy przedmiotowe w Portalu Edukacyjnym UG: Wstep do Modelowania Bioczastek,
Technologia Informacyjna

Materialy dydaktyczne dla studentéw: ¢wiczenia z modelowania molekularnego
wykorzystywane podczas zajeC pracowni dyplomowej oraz specjalizacyjnej

CERTYFIKATY I SZKOLENIA DYDAKTYCZNE

Working with autism spectrum disorder (ASD) students on STEM faculties.
18.11-04.12.2002, Uniwersytet Jagiellonski, Platforma Edukacyjna Krakus

Viva dydaktyka, 21.06.2023, Centrum Doskonalenia Dydaktycznego i Tutoringu UG

UM.ILEM. Neuronauka o uczeniu (si¢), 21.11.2022, Centrum Doskonalenia
Dydaktycznego i Tutoringu UG

Empatia w komunikacji nauczyciela i studenta. Wprowadzenie do NVC (Non Violent
Communication), 21.04.2022, Centrum Doskonalenia Dydaktycznego i Tutoringu UG

Wprowadzenie do pracy metodq problemowqgq (PBL), 17.03.2022, Centrum
Doskonalenia Dydaktycznego i Tutoringu UG

DZIAEALNOSC ORGANIZACYJNA

Czlonek Wydziatlowego Zespotu ds. Promocji Wydziatu (2020 - obecnie)

Czlonek Wydzialowej Komisji Wyborczej (2008 - 2016)

Administrator strony internetowej Wydziatu Chemii (2005 - 2009, 2022 - obecnie)
Administrator strony internetowej Katedry Chemii Teoretycznej (2013 - obecnie)

Czlonek Komitetu Organizacyjnego miedzynarodowej konferencji Polish-Korean
Conference on Protein Folding: Theoretical and Experimental Approaches, 2023

DZ1AEANIA POPULARYZUJACE NAUKE

Organizacja i prowadzenie warsztatbw w ramach Baltyckiego Festiwalu Nauki,
2011 - 2017; warsztaty Modeluj i eksperymentuj

Organizacja i prowadzenie warsztatow w czasie Dni Otwartych Wydzialu Chemii,
corocznie; warsztaty Gry molekularne, Zbuduj swojq czqsteczke
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* Zajecia dla uczniow klas 7 i 8, 2020; w ramach projektu Zdolni z Pomorza (Regionalny
Program Operacyjny Wojewodztwa Pomorskiego na lata 2014 - 2020); wspoétautorstwo
kursu e-learningowego Molekuly portret wtasny

* Rozmowa o receptorach - wywiad w Radiu Gdansk, 23 XI 2005

7. INNE INFORMACJE, WAZNE Z PUNKTU WIDZENIA WNIOSKODAWCY, DOTYCZACE JEGO
KARIERY ZAWODOWE].

NAGRODY I STYPENDIA NAUKOWE:

2005 Stypendium L’OREAL-UNESCO DLA KOBIET I NAUKI

Stypendium dla doktorantow Europejskiego Funduszu Spotecznego, projekt

2005 nr ZPORR/2.22/11/2.6/ARP/U/2/05

Nagroda oddzialu gdanskiego Polskiego Towarzystwa Chemicznego za
2007 . .

najlepsza prace doktorska obroniong w 2006 roku

Stypendium Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (START, stypendium krajowe
2007

dla mtodych uczonych)
2008 Stypendium Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (START, stypendium krajowe

dla mtodych uczonych) - przedhuzenie na kolejny rok

2007- Nagrody naukowe Rektora UG za cykl publikacji (zespotowe),
2024 szeSciokrotnie: 2007, 2013, 2016, 2020, 2022, 2024.

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach zamierzam kontynuowac badania biatek blonowych. Czes¢ badan
dotyczy¢ bedzie modelowania oddzialywan receptorow opioidowych z ligandami
wykazujacymi stronniczy agonizm (ang. biased agonism), ktéry polega na selektywnej
aktywacji szlaku sygnatowego z udziatem biatka G, zamiast szlaku B-arestyny. Ligandy takie
wykazuja silne dzialanie przeciwbdlowe i nieliczne dziatania uboczne. Zamierzam takze
zbada¢, w jaki sposob heterodimeryzacja receptorow opioidowych z innymi receptorami
(oksytocyny, wazopresyny V1b i kannabinoidowym CB1) wplywa na ich oddziatywanie
z ligandami opioidowymi i w jaki sposob przylaczony protomer moduluje dziatanie receptora
opioidowego.

Kolejnym kierunkiem moich badan w najblizszych latach bedzie modelowanie
oddziatywan biatka KLHDC3 z nowo zaprojektowanymi ligandami o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym, blokujacymi jego oddzialywanie z supresorem nowotworu, biatkiem

p14A%F,
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