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4. Omowienie osiagnie¢¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p4zn. zm.).
4.1.  Tytul osiagni¢cia naukowego

Komputerowe metody okreslania struktur wybranych receptorow GPCR i modelowanie ich

potencjalnych ligandow.

4.2. Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego
Przedstawione osiggni¢cie naukowe wynikajace z art. 219, ust. 1, pkt. 2b ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce stanowi cykl 7 powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych, z ktéorych 6 stanowig prace oryginalne, natomiast 1 artykut jest
publikacja przegladowa. Prace te zostaly opublikowane w latach 2016-2022. Sumaryczny
Impact Factor (IF) prac sktadajacych si¢ na osiggniecie naukowe wynosi: 25.778.
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4.3. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

4.3.1. Wprowadzenie i cel naukowy przeprowadzonych badan

Receptory GPCR jako wspoiczesne cele terapeutyczne

Przedstawiony powyzej cykl prac dotyczy wybranych aspektow komputerowo wspomaganego
poszukiwania ligandow wybranych receptorow sprzezonych z biatkiem G (ang. G-Protein
Coupled Receptors;, GPCRs). Stanowiagc ~3% ludzkiego proteomu, sa najwigksza i najbardziej
zréznicowang nadrodzing receptoréw btonowych. Zbudowane z siedmiu transmembranowych

helis, posrednicza w odpowiedzi na bodzce zewnatrzkomorkowe poprzez przekazywanie
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informacji do wnetrza komorki pod wpltywem réznych czynnikow. Transdukcja sygnatu przez
GPCRs rozpoczyna si¢ zwykle od utworzenia kompleksu biatko-ligand, ktory jednoczes$nie
zmienia konformacje¢ receptora i aktywuje biatko G, uruchamiajac tym samym dalszg kaskade
reakcji, bedaca kluczowym procesem w fizjologii cztowieka. Proces ten, wptywa migdzy
innymi na podstawowe funkcje uktadu nerwowego, endokrynnego i sercowo-naczyniowego, a
to z kolei decyduje o ogromnym potencjale terapeutycznym ligandow dla tych receptoréw [1].
Szacuje si¢, ze GPCRs sa celem dla 30-50% lekéw wprowadzanych na rynek. Niezaleznie od
przyjetego systemu identyfikacji GPCRs, receptory dzielone sa na mniejsze podgrupy w
ramach klas w zalezno$ci od ich naturalnych ligandéw [2]. W ramach badan stanowiacych
przedstawiony cykl, w gldwnej mierze skupilem si¢ na wybranych przedstawicielach 3 rodzin
receptorow zwigzanych z biatkiem G: adenozynowych ([H1, H2]), histaminowych ([H5-H7])
1 ,,odsieroconym” receptorze GPR18 ([H3, H4]). Krotka charakterystyka wybranych celow
biologicznych zostala przedstawiona wraz z opisem poszczego6lnych sktadowych dokonania

naukowego.

Wykorzystanie metod obliczeniowych we wspotczesnym projektowaniu leku

Proces wprowadzenia nowego leku na rynek, poza duza doza konkurencyjnosci wymaga
réwniez ogromnych naktadéw czasowych (Srednio 10-15 lat) i finansowych. Wedlug danych z
2020r. koszt opracowania i wprowadzenia leku na rynek w przeciagu ostatniej dekady wzrost
0k.150% 1 szacuje si¢ go (w zaleznosci od zrodta) na zakres od 314 milionow do ok. 2,8
miliardow USD [3]. Jednoczesnie wskaznik niepowodzen w testach klinicznych z powodu
braku skuteczno$ci lub wystapienia niepozadanych skutkéw ubocznych wzrost do ok. 90%.
Wprawdzie rozwo6j metod chemii kombinatorycznej czy skriningu wysokoprzepustowego
(HTS) pozwala na obnizenie catosciowych kosztow, wciaz jednak te zaawansowane techniki
sa czasochtonne i kosztowne. Skuteczng, efektywna i co najwazniejsze w kwestiach
rynkowych, tansza alternatywa, okazaly si¢ szeroko rozumiane komputerowo wspomagane
metody poszukiwania leku (ang. Computer Aided Drug Design, CADD), znajdujace

zastosowanie na réznych etapach opracowywania nowych lekow [4].

Powszechny rozwdj informatyki, umozliwiajac efektywne wykorzystanie metod
obliczeniowych na r6znych etapach projektowania i badan nad lekiem, pozwala chociazby na
przewidywanie potozenia matych czasteczek w trojwymiarowej reprezentacji struktury biatka
1 szacowanie powinowactwa ligandow do biatka docelowego ze znaczng dokltadnoscia
1 wydajnos$cig na poziomie molekularnym. Stanowi to ostateczng przewage konkurencyjng

narzedzi projektowania lekow w oparciu o strukture (ang. Structure-Based Drug Design,
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SBDD) we wczesnych fazach odkrywania leku. SBDD to cykliczny proces projektowania
1 optymalizacji struktury chemicznej w celu zidentyfikowania zwigzku odpowiedniego do
badan klinicznych - kandydata na lek. Opiera si¢ na wiedzy o tréjwymiarowe;j strukturze leku,
oraz o tym, jak jego ksztalt i fadunek powoduja, Zze wchodzi on w interakcj¢ z biologicznym
celem, ostatecznie wywolujac efekt medyczny. Rozpoczynajac od znanej struktury docelowe;,
badania przeprowadzane in silico pozwalaja nie tylko na identyfikacje potencjalnych ligandow,

lecz takze poznanie mozliwego wptywu elementdéw struktury na oddziatywanie z celem.

W rzeczywisto$ci jednak istnieje ogromna dysproporcja pomig¢dzy ilo$cig poznanych bialek,

a ich rozwigzanymi strukturami. Przyktadowo, baza Uniprot (http://uniprot.org) w swoich

zasobach ma ponad 560 tyS. rekordow dla biatek, podpartych danymi literaturowymi
1 przeanalizowanych przez cztowieka. W kolejce do adnotacji czeka jeszcze ok. 231 min
rekordow — kazdy z nich opisuje sekwencje jednego biatka. W przeciwwadze do tego, baza
PDB (http://rcsb.org) zawiera rozwigzane struktury krystaliczne biatek (za pomoca metod
rentgenograficznych, NMR lub mikroskopii krioelektronowej) w liczbie niewiele ponad 195
tysiecy rekordéw (niejednokrotnie kilka-kilkanascie struktur dla jednego biatka; stan na
27.09.2022). Gloéwna przyczyna takiej dysproporcji jest ogromna trudno$¢ w krystalizacji
biatek, zwlaszcza bialek btonowych, gltownie ze wzgledu na trudno$ci w oczyszczaniu
1 krystalizacji takich bialek w poréwnaniu z innymi matymi biatkami rozpuszczalnymi
w wodzie. W przypadku GPCRs, do chwili obecnej tylko 136 cztonkdéw tej ogromnej rodziny

biatek zostato rozwigzanych w postaci struktur krystalicznych [5, 6].

Bazujac na fakcie, ze region transmembranowy wszystkich GPCR jest dobrze zachowany
(zakonserwowany), a takze wiedzac, ze wigkszo$¢ miejsc wigzacych ligandy w klasie A GPCR
jest otwarta w kierunku regionu pozakomoérkowego [7], z pomoca przychodzi modelowanie
homologiczne - uzyteczne narz¢dzie do projektowania ligandow w oparciu o strukturg.
Jednakze doktadno$¢ modeli moze by¢ ograniczona, gtéwnie w obszarze petli zewnatrz-
1 wewnatrzkomoérkowych. Przyczyn takiego stanu rzeczy mozna szuka¢ w wysoce zmiennych
sekwencjach petli, czesto odpowiadajacych niezaangazowanym regionom w nalozeniach
sekwencji, a takze ich lokalizacji na eksponowanej na rozpuszczalniki powierzchni biatek, co
skutkuje wigksza elastyczno$cia konformacyjng. Co prawda ostatnie lata przyniosty
zaskakujace rezultaty w przewidywaniu struktur biatek z zastosowaniem algorytmow
glebokiego uczenia (DeepMind/AlphaFold2), ktére szybko staly si¢ standardem

w generowaniu modeli homologicznych, jednak naj§wiezsze doniesienia literaturowe i wlasne,



dr n. farm. Kamil J. Kuder Autoreferat

nieopublikowane badania pozwalaja na zachowanie zasady ograniczonego zaufania w stosunku

do uzytecznosci modeli AF2.

4.3.2. Zaltozenia i cel badawczy

Biorac pod uwage powyzsze, nadrzednym celem moich badan bylo okreslenie potencjalnych
oddziatywan nowych ligandéw dedykowanych poszczegdlnym celom biologicznym na
poziomie molekularnym 1 mozliwe poznanie wplywu poszczegdlnych elementéw
strukturalnych na ich aktywno$¢ biologiczng. W przypadku braku eksperymentalnie
rozwigzanej struktury, moje badania w pierwszej kolejnosci skupiaty si¢ na wygenerowaniu
rzetelnego modelu homologicznego. Dodatkowo, w przypadku ligandéw celowanych
na receptory adenozynowe, dokonatem proby stworzenia systemu liczbowego pozwalajacego
na przewidywanie selektywno$ci wzgledem poszczegélnych celow. Catos¢ przedstawionych
badan zostata przeprowadzona za pomocg spektrum dostgpnego oprogramowania i platform

obliczeniowych.

4.4. Omowienie poszczegolnych prac skladajacych si¢ na cykl

4.4.1. Receptory adenozynowe (AARSs)

Adenozyna jest waznym regulatorem homeostazy modzgu, serca, nerek i innych narzadow.
Fizjologicznie z czterema r6znymi podtypy receptorow adenozynowych: Ai, Aza, A2s 1 As.
Selektywna interakcja z podtypami receptorow adenozyny (AR) daje bardzo szerokie
mozliwosci  terapeutyczne, obejmujace zaburzenia OUN, regulacje wlasciwos$ci
elektrofizjologicznych serca, choroby ukladu odporno$ciowego i zapalne, wzrost komorek,
astme, niewydolno$¢ nerek i urazy niedokrwienne [8]. A1AR 1 A3AR sa sprz¢zone z biatkami
Gi, co skutkuje zahamowaniem cyklazy adenylanowej (i spadkiem st¢zenia komodrkowego
cAMP), natomiast Aza- 1 A2sAR stymulujg enzym poprzez sprz¢zenie z biatkami Gs. Niemniej
jednak w przekazywaniu sygnatéw wewnatrzkomoérkowych mogg bra¢ udziat takze inne szlaki
drugiego postanca. Zaréwno powszechne rozmieszczenie AAR, jak rowniez r6zne odpowiedzi
komorkowe mediowane przez modulacje AR, a w szczegdlnosci ich role w chorobach, czynig
je potencjalnymi celami biologicznymi dla terapeutycznego zastosowania (nie)selektywnych
ligandow dla réznych podtypoéw. Ligandy receptoréw adenozyny s3 obecnie opracowywane
jako obiecujace $rodki w zaburzeniach OUN (choroba Parkinsona, Alzheimera, epilepsja,
niedokrwienie) [9]. Jak dotychczas udato si¢ rozwigza¢ struktury krystaliczne dla dwoch
z czterech podtypow receptorow adenozynowych: AjAR i1 A2aAR. Ponadto, A2aAR zostat
wspotkrystalizowany z kilkoma ligandami, zardwno agonistami, jak i antagonistami i stuzy

jako modelowy AR z dobrze zdefiniowanym ortosterycznym regionem wigzania liganda.
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Publikacja [H1]
Kamil J. Kuder *3; Michat Zatuski *; Jakub Schabikowski; Gniewomir Latacz; Agnieszka
Olejarz-Maciej; Piotr Jasko; Agata Doroz-Ptonka; Andreas Brockmann; Christa E. Miiller;
Katarzyna Kie¢-Kononowicz. Novel, Dual Target-Directed Annelated Xanthine Derivatives
Acting on Adenosine Receptors and Monoamine Oxidase B. ChemMedChem, 2020: Vol. 15,
nr9,s. 772-786;

W niniejszej publikacji opisano pochodne pirymido- i diazepino[2,]1-f]purinedionu jako
ligandéw o podwojnym celu, taczacych aktywno$¢ antagonistyczng receptora adenozynowego
Az2a z blokada monoaminooksydazy B (MAO-B), o schemacie ogdlnym przedstawionym

na Rysunek 1.
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Rysunek 1. Ogolna struktura ligandow otrzymanych w ramach publikacji [H1] (lewy panel) i struktura najaktywniejszego
zwigzku - 13e (prawy panel).

Na podstawie badan opublikowanych przez Zatuskiego i wsp. [10, 11] zaprojektowana zostata
nowa seria ligandow oparta na szkielecie 1,3-dimetyloksantyny z anelowanym pierscieniem
pirymidyny lub diazepiny polaczonym z wigzaniem f, oraz z zastosowaniem roznych
podstawnikow alkilowych w pozycjach N1- 1 N3 oraz podstawionych czasteczek benzylowych
w pozycji N9 (N10 dla pochodnych diazepiny). Celem zaproponowanych modyfikacji
strukturalnych byto sprawdzenie ich wptywu na aktywno$¢ i selektywno$¢ dla badanych celow.
Zaprojektowane ligandy zostaty otrzymane na drodze siedmio- (pochodne pirymidyny) lub
trzyetapowej (pochodne diazepiny) syntezy, a ich struktury zostaty potwierdzone analizami
NMR i MS. Wszystkie z 20 otrzymanych struktur zostaly poddane testom biologicznym na
powinowactwo w kierunku do wszystkich podtypow receptorow adenozynowych (badania
wykonane w ramach wspoétpracy z Uniwersytetem w Bonn, w grupie Prof. Christy E. Miiller)

1 w kierunku inhibicji MAO-B i dla wybranych struktur MAO-A.
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Zaden z badanych zwigzkoéw nie wykazywat powinowactwa do podtypow Ai, Azp ani As
w najwyzszym badanym stezeniu, ani tez w kierunku MAO-A. Analiza zalezno$ci struktura-
aktywno$¢ pozwolila na obserwacje, ze wprowadzenie annelowanego pierscienia diazepamu
powoduje utrate aktywno$§¢ w kierunku badanych celéw biologicznych. Sposrod roéznych
podstawionych grup aromatycznych przy N9 lub N10 jedynie czasteczki 2-bromobenzylowe
(15a) i 2-chloro-6-fluorobenzylowe (13e, 14b, 15b, 16b) okazaly si¢ pozytywnie wptywac na
powinowactwo do A2aAR przy poréwnywalnych st¢zeniach, nie mialy jednak znaczacego
wplywu na inhibicj¢ MAO-B. Zwracajac uwage na podstawniki w pozycjach N1- i N3,
zaobserwowano, ze wydluzenie podstawnika N3-metylowego zwigzku do etylowego, lub
propylowego powodowalo nieznaczne zmniejszenie powinowactwa w kierunku AzaAR,
wzgledem struktury odniesienia o podstawniku metylowym np. 13e vs. 14b (hA2aR Ki = 264
nM vs. 504 nM). Niestety, w przypadku MAO-B wydluzenie podstawnika N3 o jedna grupe
metylenowa (13e) spowodowalo zwigkszenie sily hamowania, w poréwnaniu z N1,N3-
dimetylowym analogiem 3b (MAO-B ICso = 243 nM i1 570 nM, odpowiednio). Dalsze
wydhuzenie podstawnika N3 do propylu powodowato spadek aktywnosci inhibicyjnej. Podobna
sytuacja miala miejsce w przypadku usztywnienia podstawnika propylowego do
propargylowego — w przypadku A2aAR dato to najsilniejszy ligand z tej grupy, 15b (A2aAR K;

=207 nM), jednoczes$nie skutkujac zmniejszeniem aktywnosci hamujacej MAO-B.

Dodatkowo dla najbardziej obiecujacej struktury 13e (9-(2-chloro-6-fluorobenzylo)-3-etylo-1-
metylo-6,7,8,9-tetrahydropirymido[2,1-f]puryno-2,4(1H,3H)-dion; hAxaAR K; = 264 nM,
hMAO-B ICso = 243 nM) i 16b (9-(2-bromo)-3-etylo-1-etylo-6,7,8,9-tetrahydropirymido[2,1-
flpuryno-2,4(1H,3H)-dion; hA2aAR K; = 238 nM, hMAO-B ICsp = 1460 nM) wykonano
wstepne badania w kierunku potencjalnych interakcji typu lek-lek (ang. drug-drug interaction
DDI), jednak w stezeniu 10 pM oba ligandy hamowaty aktywno$¢ izoform cytochromu P450:
CYP3A4, 2D6 i 2C9, a ktdre sa najwazniejsze w metabolizmie lekow. Dodatkowo zwigzki
te wykazaly rowniez wysokie powinowactwo do Pgp, co moze skutkowa¢ zmniejszonym
wchianianiem jelitowym i przenikaniem przez barier¢ krew-moézg. Ponadto zwiazki te okazaty
si¢ $rednio-stabilne metabolicznie (13e — znaleziono 5 metabolitow, 41,8% pozostajacych w
mieszaninie reakcyjnej; 16a - 3 metabolity, 74,8% pozostajacych w mieszaninie reakcyjnej)

1 wykazaty niski potencjat hepatotoksycznym (badania na komoérkach hepatoma HepG2).

W czg$ci obliczeniowej, stanowiacej moj gtowny wklad w niniejsza prace, otrzymana
biblioteka ligandéw zostalta zadokowana do sztywnych struktur krystalicznych

przewidywanych celéow biologicznych: AjAR (PDB ID: 5N2S), A2aAR (PDB ID: 3REY),
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MAO-B (PDB ID: 2V5Z), MAO-A (PDB ID: 2Z5X). Spo$rod szeregu dostepnych struktur dla
A2AAR 1 MAO podczas wyboru kierowatem si¢ ich stanem aktywnos$ci, rozdzielczos$cia

1 struktura zwigzanych w kompleksie ligandow.

Dla wszystkich dokowanych ligandow, w przypadku AjAR nie udato mi si¢ znalez¢
prawidlowych péz dla zastosowanego protokotu dokowania. Moze to by¢ spowodowane

obliczonym trybem, w ktorym wigzanie wodorowe z kluczowa' N25465

poprzez
grupekarbonylowa przy C2 wymuszato przesuni¢cie umiejscowienia liganda w kierunku TM2
(ang. transmembrane domain; domena transmembranowa) w waskiej kieszeni utworzonej

przez F171(EL2, ang. extracellular loop, petla zewnatrzkomorkowa) i L2501,

W przypadku A2aAR wszystkie ligandy wykazaty podobne wzorce interakcji, tworzac
kluczowe wigzanie wodorowe z N253%%° poprzez grupe karbonylowg w pozycji C4
purynedionu. Annelowane pierscienie heterocykliczne, niezaleznie od rozmiaru, znajdowaty
sie w waskiej kieszeni utworzonej przez F168+-2 i E169 (EL2) z jednej strony oraz przez
aminokwasy TM7: M2707-% i 127473° z drugie;j, stabilizowane odpowiednio poprzez wigzania
typu n-stacking i oddziatywania hydrofobowe z oboma tymi aminokwasami. Podstawniki N3-
alkilowe zajmowaty mala hydrofobowa podkieszen utworzong przez 1.249%3! i M177°38 po
bokach i zamknigtg od dotu przez H250%°2. Nie udato sie natomiast znalez¢ znacznych rdznic
w oddziatywaniach pomi¢dzy rdznie podstawionymi ugrupowaniami benzylowymi a resztami
bocznymi aminokwaséw podkieszeni utworzonej pomigedzy TM2, TM7 1 TM1, a w ktora
kierowaly si¢ wspomniane ugrupowania, stabilizowane przez oddziatywania hydrofobowe

(Rysunek 2).

177‘ U

Rysunek 2. Obliczonth;;/b wigzania dla liganda 13e (pomaranczowy) i wspotkrystalizowanego z biatkiem liganda
XAC (ciemnoszary) w ortosterycznej kieszeni A>4AR (3REY), z odpowiadajgcym mu diagramem interakcji ligand-
receptor (odpowiednio lewy i prawy panel). Fragment EL3 i czesciowo TM7 zostaly usunigte dla wigkszej
przejrzystosci obrazu.

!'liczby w indeksie gérnym oznaczajg numeracje wg. Ballesteros-Weinsteina [62]
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W nastgpnej kolejnosci, ocenitem stabilno$¢ obliczonych kompleksow za pomoca krotkich,
600 ps symulacji dynamiki molekularnej. Kompleksy okazaty sig¢ stabilne przez cata symulacje,
zachowujac kluczowe oddziatywania, a takze energie potencjalng (U) ukladu atomowego na
statym poziomie ~1000 kcal/mol. Jedynie w przypadku ligandow nieaktywnych (np. 13d i 20a),
w trakcie nawet krotkiej symulacji nastgpowato albo calkowite rozerwanie kluczowego
wigzania wodorowego, albo utworzenie w jego miejsce wigzania wodorowego z ugrupowaniem
karbonylowym w pozycji C2, co skutkowato przesunigciem rdzenia purynodionu w kierunku
TM2. Powyzej opisane wyniki sg pierwszym przypadkiem wykorzystania symulacji dynamiki

molekularnej w moich badaniach.

Z drugiej strony, dokowanie do sztywnej formy struktury krystalicznej MAO-A nie dato
prawidtowych p6z dokowania dla zadnego z ligandéw — udalto si¢ uzyskac pozy tylko dla 5
ligandéw, jednak o niedopuszczalnej orientacji w miejscu aktywnym MAO-A, co skutkowato
licznymi zawadami sterycznymi i brakiem interakcji, tym samym racjonalizujgc brak

powinowactwa ligandow w testach biologicznych.

W wyniku dokowania do sztywnej formy MAO-B, natomiast, udalo mi si¢ przypuszczalnie
opisa¢ interakcje dla badanego zestawu: ligandy kierowaly si¢ podstawionym fragmentem
aromatycznym w stron¢ wneki wejsciowej, natomiast rdzen purynodionu miescit si¢ pomiedzy
klatka utworzong przez Y435 1 Q206 z jednej strony oraz Y398 1 L171 z drugiej, co jest zgodne

z naszymi wczesniejszymi ustaleniami [11]. Z drugiej strony, podstawniki przy NI

B =\

167.A

;\

Rysunek 3. Potencjalne tryby wiqzania zwigzkow 13e (ciemnozielony) i 16b (niebieski) oraz
wspotkrystalizowanego SAF (szary) w miejscu aktywnym MAO-B. Reszty 200-208 zostaly usuniete dla
jasnosci obrazu.
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annelowanego rdzenia purynodionu skierowane byly w stron¢ F343, a sam rdzen byt
stabilizowany przez n- m stacking z Y326, majacym odgrywac istotng rol¢ w wigzaniu inhibitora
MAO-B. Ponadto zaobserwowano dodatkowa stabilizacje poprzez wigzania halogenowe
pomiegdzy chlorem a grupa hydroksylowa Y326. Co wigcej, obliczone tryby wigzania pozwolity
na wyjasnienie réznic w powinowactwie dla niektérych homologéw strukturalnych, np.:
aktywnego 13e i nieaktywnego 16b. Zaobserwowatem, ze podstawnik etylowy w pozycji N1
moze wywolywac przeszkode steryczng z Y326 i/lub F343 (Rysunek 3). Taka przeszkoda moze
by¢ rowniez powodem braku aktywnos$ci analogéw azepanu, w ktdrych protonowany azot
kolidowat z tancuchem bocznym L171 i wymuszal przeciwng orientacje tej podgrupy
pochodnych w kieszeni enzymatycznej, skutkujac wutrata kluczowych oddzialywan.
W przypadku MAO-B sprawdzitem réwniez ewentualny wplyw zmian konformacyjnych
tancucha bocznego i/lub szkieletu po zwigzaniu liganda w miejscu aktywnym wykorzystujac
protokot indukowanego dopasowania (ang. induced fit). Niewielkie zmiany konformacyjne
powodowaty pojawienie si¢ dodatkowego oddziatywania biatko-ligand, poprzez utworzenie
wigzania wodorowego pomiedzy wodorem grupy hydroksylowej Y435 a tlenem
karbonylowym N6, dla najbardziej aktywnych ligandow. Pochodne zawierajace w swojej
strukturze annelowany pier§cien diazepamu, ze wzgledu na jego wielko$¢ byty badz przesunigte
w kierunku wejécia do miejsca aktywnego, a wigc odsunigte od klatki aromatycznej i jej
mozliwych oddzialywan, albo ustawione w sposob odwrotny (podstawniki benzylowe

skierowane w kierunku kofaktora FAD).

Podsumowujac, badania opisane w publikacji [H1] pozwolily na identyfikacje¢ nowego,
podwdjnego liganda A2aAR 1 MAO-B (13e), a analiza zaleznoS$ci struktura-aktywno$¢ zostata
uzupetniona 1 cze¢sciowo wytlumaczona badaniami dokowania molekularnego w oparciu

o wczesniej opublikowane struktury rentgenowskie biatek docelowych.
Publikacja [H2]

Kamil J. Kuder 3; Ilona Michalik; Katarzyna Kie¢-Kononowicz; Peter Kolb. A Taxicab
geometry quantification system to evaluate the performance of in silico methods : a case study

on adenosine receptors ligands. Journal of Computer-Aided Molecular Design, 2020: Vol. 34,

Pomimo, ze wszystkie z aktywnych ligandéw opisanych w publikacji [H1] wykazywaty
znaczng selektywnos$¢ w kierunku receptora A2aAR, ze wzgledu na wysoka homologi¢
pomiegdzy poszczegdlnymi biatkami z tej podrodziny problem nieselektywnos$ci, a w zwigzku

z tym mozliwych dziatah niepozadanych jest dosy¢ czesto spotykany. W rzeczywisto$ci
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przewidywanie selektywnos$ci ligandéw do podtypoéw okreslonych receptoréw za pomoca
metod in silico nadal pozostaje wyzwaniem dla oséb modelujacych [12]. Dlatego tez
znalezienie liganda, ktory jest rozpoznawany przez tylko jedng kieszeh wigzaca, a odrzucany
przez wszystkie pozostate podtypy, w duzej mierze zalezy od jako$ci struktur i modeli

biatkowych uzytych do badan, a takze procedury dokowania i analizy danych.

Aby zmierzy¢ si¢ z tym problemem, we wspolpracy z Uniwersytetem Philipsa w Regensburgu,
w ramach projektu: ,,/n Silico screening to determine the subtype selectivity of Adenosine
receptor ligands”, w roku 2015 przeprowadzitem badania obliczeniowe, ktorych wyniki
zawartem w publikacji [H2]. Powyzszy projekt wykonywatem w ramach short-term scientific

mission akcji COST: CM1207 (ECOST-STSM-CM1207-020215-054712; 2-27.02.2015).

Moje badania byty kontynuacja pracy dotyczacej oceny przydatno$ci modeli homologicznych
receptora adenozynowego A1AR, do ktorych zadokowano bibliotek¢ zwigzkow uzyskawszy
szereg silnych 1 kilka selektywnych ligandow w kierunku zamierzonego celu. Jednak
w badaniach weryfikacji eksperymentalnej in vitro okazalo sig, ze wiele ligandow wiaze si¢
réwniez z podtypami A2aAR 1 A3AR. Dlatego celem mojej pracy bylo zbudowanie modelu
homologicznego A3AR 1 dokowanie wszystkich dotychczas stosowanych ligandéw do
wszystkich trzech podtypow receptora. W ten sposob chcialem zbadaé, czy eksperymentalnie,
uzyskane profile wigzania [13] moga by¢ odtworzone in silico, jak rowniez zobaczy¢ jak,
zamiast patrze¢ na pojedyncze struktury, przewiduje si¢ zestaw zwiazkdw w ramach danej
kampanii skriningowej. Pomimo Ze w czasie wykonywania badan struktury krystaliczne dla
A1AR zostaty juz opublikowane [14, 15], dla zachowania spdjnosci z poprzednimi badaniami,
uzytem seri¢ modeli homologicznych. Ponadto, postanowitem sprawdzi¢, czy mozliwe bedzie

skonstruowania niezawodnego systemu kwantyfikacji korelacji in silico / in vitro.

Model homologiczny receptora AszaR opracowany zostal w oparciu o struktur¢ receptora
adenozynowego A2aAR (PDB ID: 3EML). Sposréd pierwotnie wygenerowanych modeli,
po uprzedniej inspekcji orientacji kluczowego dla wigzania ligandéw tancucha bocznego
N250%3% i innych aminokwasow kieszeni wigzacej wraz z ich mozliwymi rotamerami
(izomerami konformacyjnymi; dobor wg. biblioteki Dunbracka [16]), w pierwszej kolejnos$ci
wybratem model o najwyzszej wartosci AUC (ang. area under curve) uzyskanej z dokowania
ligandow aktywnych/nieaktywnych oraz na podstawie wizualnej oceny ich oddzialywan
w miejscu wigzacym (dwa wigzania wodorowe z kluczowsg resztg N250%% x-n stacking
pomigdzy ich pier$cieniami (hetero)aromatycznymi a F168%->2). Pomimo wysokiej warto$ci

wzbogacenia 1 akceptowalnych sposoboéw wigzania '"aktywnego" zestawu ligandow,
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zaobserwowalem mozliwe kolizje steryczne pomiedzy ligandami a aminokwasami, a takze
zwezenie dolnej czgdci kieszeni wigzacej, ktéra mogla prowadzi¢ do fatszywych wynikow.
Dlatego tez do biatka szablonowego, w miejsce wykrystalizowanego ligandu ZM241385,
nieaktywnego dla A3AR, ale wspolkrystalizowanego w strukturze 3EML, manualnie
zadokowatem wysoce selektywny i1 aktywny w kierunku A3AR (K; = 40 nM) ligand
ZINC12533962 i na szablonie tak przygotowanego biatka po kilkukrotnej korekcji liganda
odniesienia w biatku szablonowym udato si¢ uzyskac strukture charakteryzujaca si¢ obecnoscia
97,2% reszt w regionie faworyzowanym wedlug wykresu Ramachandrana [40], korzystnym
utozeniem zadokowanych ligandow, jak i wysoka wartoscig wspotczynnika AUC = 0.844.
W rzeczywistosci, pod wzgledem wydajnosci, ostateczny model A3AR dat $redni wskaznik
prawdziwie pozytywny na poziomie 27 poprawnych dopasowan in silico / in vitro, na 39
zadokowanych struktur. Podobng tendencj¢ zaobserwowano dla wszystkich czterech uzytych
modeli adenozyny AjAR, w przeciwienstwie do, co ciekawe, nieco nizszego wyniku
uzyskanego przy uzyciu struktury krystalicznej receptora adenozyny A>aAR. Kolejne etapy

modelowania zamierzonego receptora zostaty przedstawione na Rysunek 4.

model 1 \ model 2

PHE168
ASN250

’rP

model 3

Rysunek 4. Cztery uzyskane modele homologiczne A3AR (1-4). Reszty kieszeni wigzqcej zostaly przedstawione jako pogrubione
prety (oznaczone tylko w panelu modelu 1). Kolorem ciemnozielonym przedstawiono strukture krystaliczng wzorca, A>4AR
(3EML).
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Do kwantyfikacji korelacji in silico/in vitro, a dostownie do sprawdzenia jak daleko od siebie
znajduja si¢ wyniki tych badan, wykorzystatem podej$cie obejmujace tzw. metryke miejska
(ang. Taxicab Geometry, Manhattan distance, City Block Distance, CBD) [17] oraz system
sygnalizacji $wietlnej. Zamiast zwyklej odlegltosci w geometrii euklidesowej, geometria
Taxicab definiuje nowa metryke, w ktorej odlegto§¢ migdzy dwoma punktami jest sumg réznic

bezwzglednych ich wspodtrzednych kartezjanskich (Rysunek 5).

|

Vi

Vi

Vi

i

¢

Rysunek 5. Przyklad metryki miejskiej. Odlegtos¢ pomiedzy czarnymi punktami (zielona linia) w rzeczywistosci odpowiada
ilosciom przebytych przecznic (kwadratow). Trasy Zotta, niebieska i zielona majq wiec taki sam dystans.

Wsrod wielu zastosowan w  zyciu codziennym, systemy CBD moga by¢ roéwniez
wykorzystywane do oceny réznic w dyskretnych rozktadach czgstotliwosci. W naszym badaniu
zamiast wspolrzednych kartezjanskich do obliczen wykorzystalem warto$ci in vitro (v = Kj)
1 in silico (s = warto$¢ docking/rescore score). W celu ich uporzadkowania, w pierwszej

kolejnosci sklasyfikowalem je empirycznie wedtug nastepujacego klucza:

e dla wartos$ci in vitro: zielony dla warto$ci Ki w zakresie ponizej 1000 nM, zotty dla
warto$ci K; wyzszych niz 1000 nM, ale wcigz na mierzalnym poziomie, czerwony
wyraza brak wykrywalnego wigzania (aby unikngé klasyfikowania np. dwoéch
zwigzkow o powinowactwie 999 nM 1 1001 nM, odpowiednio, jako "aktywnych"
1 "nieaktywnych", wprowadzili$my kategori¢ "bufor" w kolorze z6itym),

e dla wartosci in silico: kolor zielony wyrazat pierwsze 20% uzyskanego zakresu
wynikow dokowania, kolor zolty kolejne 20% uzyskanego zakresu wynikow
dokowania, kolor czerwony pozostale 60% zakresu wynikow dokowania (wstgpny
podziat, CR1; ang. CBD run ),

natomiast wartosci CBD (0-2) zostaly przypisane do kazdego koloru w sposéb: 0 dla koloru

czerwonego, 1 dla zéttego i 2 dla zielonego. Podziat dla danych in vitro pozostat niezmieniony
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do dalszego opracowywania danych. W toku dalszych badan, ze wzgledu na mozliwa
tendencyjno$¢ wynikow dokowania wzgledem liganda wchodzacego w sktad kompleksu,
zastosowatem funkcj¢ reskorujaca DSX-Online, co pozwolito na dostrojenie schematu
kolorow: zielony < -100, -100 < zo6lty < -90, czerwony > -90 (CR-2). W kolejnym etapie,
w celu uzyskania rzetelnego poréwnania dla procedury dokowania do wszystkich modeli
homologicznych A1AR zastosowanych w badaniu, zadokowany zostat w miejsce ZM241385
ligand referencyjny uzyty do modelowania. Przy tym samym podziale danych obliczytem
kolejno wartosci CR-3 i analogicznie reskorowane CR-4. Ostatecznie, aby wyeliminowac
potencjalne efekty brzegowe wynikajace z podziatu danych in vivo / in vitro, zmienitem
warto$ci na rozklad binarny (CR-5 - CR-8 odpowiednio dla kazdego poprzedniego przebiegu),
CBD = 1 dla poprzednich zielonych i z6éttych, 0 dla czerwonych. Ponadto w celu okreslenia
wzglednej warto$ci CBD (CBDre=CBD/CBDmax) obliczytem maksymalne mozliwe wartosci
CBD (CBDmax) dla kazdego rozktadu, tym samym CBDy.| 0 warto$ci mniejszej niz 1 wskazuje

na lepsza niz losowa wydajnos¢.

Analiza otrzymanych warto$ci dla poszczegolnych przebiegow CBD (CR-1 - CR-8) pozwolita
na zaobserwowanie zardOwno pozytywnego wptywu zmiany liganda referencyjnego (CR-1 CBD
=61, §r. = 1,56 vs. CR-3 CBD = 56, $r. = 1,44). Dodatkowo produktywno$¢ modeli wzrastata
po zastosowaniu rescoringu (CR-2 CBD = 60, ér. = 1,53; vs. CR-4 CBD = 58, ér. = 1,49).
Zmieniajac natomiast podzial danych obliczeniowych na uktad binarny (CR-5 - CR-8) udato
si¢ uzyska¢ wartosci CDB rowne 46 dla dokowania (CR-5), oraz 37 dla procedur
rescoringowych (CR-8). Te samg tendencje zaobserwowatem przy obliczaniu wartosci CBD
dla poszczegdlnych celow oraz wzglednych wartosci CBD. Przy warto$ci CBDmax Wynoszacej
172 dla rozktadéw "0-1-2" 1 117 dla rozktadéw binarnych przy danych in vitro, warto$ci CBDyel
zmniejszyty si¢ z 0,36 (CR-1) do 0,32 (CR-8), dowodzac skutecznosci przeprowadzonych
obliczen. Co wigcej, stosujac partycjonowanie danych a priori, wychodzac od $redniego btedu
1,56 przecznicy na zwiazek (ang. blocks per compound, bpc), udalo mi si¢ poprawi¢ metode
rankingu CBD do $redniego btedu = 1,49 bpc. Binaryzacja podzialu danych pozwolita na

jeszcze wigksze zmniejszenie dystansu, z btedu sredniego = 1.18 bpe do 0.95 bpc.

Uzyteczno$¢ i uniwersalnos¢ opisanej metody opartej na CBD ocenitem rowniez przy uzyciu
zestawu 88 zwigzkdéw referencyjnych o silnej selektywnosci, opisanych przez Katritcha [37].
Chociaz uzyskane wyniki CBD w tych seriach walidacyjnych (VR) byly wyzsze niz dla
zestawu testowego, to jednak nadal wykazywaly korelacj¢ z wynikami CR. Poczawszy od VR-

1, CBD dato wynik $r. =2.76 (w poréwnaniu do 1.56 dla zestawu testowego), metoda pozwolita
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na otrzymanie VR-8 CBD ér. = 1.17, przy silnej korelacji o warto$ci R rownej 0,96 (R>=0,92)
pomiedzy przebiegami CR 1 VR. Zaobserwowatem réwniez tendencj¢ analogiczng do zbioru
testowego - malejace wartosci CBDyei dla kazdego przebiegu. Przy wartoSci CBDmax
wynoszacej 476 dla rozktadow "0-1-2" 1 264 dla rozktadow binarnych przy danych in vitro,
wartosci CBDyrel zmniejszyty sie z 0,51 (VR-1) do 0,39 (VR-8). Zestawienie poszczegodlnych

warto$ci CR przedstawia Rysunek 6.

A1AR_1 A1AR_2 A1AR_3 A1AR_4 A2AAR A3AR

25)

A1AR_1 A1AR_2 A1AR 3 A1AR 4 A2AAR A3AR
Rysunek 6. Gérny panel: rozklad wartosci CBD obliczonych w trybie 0-1-2 dla kazdego uzytego receptora; Srodkowy panel:

rozktad wartosci CBD obliczonych w trybie binarnym dla kazdego receptora; Dolny panel: wspotczynnik trafien in vitro/in
silico dla wszystkich 6 uzytych biatek (cztery modele AiAR i po jednym dla A>4AR i A3AR). Kazda kolumna przedstawia jeden

przebieg.

Jednakze, zbiér walidacyjny wykazywal powinowactwo do celéw biologicznych na znacznie
wyzszym poziomie niz zbior testowy. W tym celu czuto§¢ metody zostata zwiekszona, poprzez
wymiang systemu podziatu danych in vitro (ang. Second Validation Run; SVR). Przy czulo$ci
ustawionej na K;<100 nM dla zielonych i z6ttych dla 100 nM<Ki<1000 nM, uzyskane wartosci
CBD $r. okazaty si¢ nieznacznie wyzsze niz warto$ci VR (korelacja wartosci CBD dla CR/SVR
R=0,88, R? = 0,77). Jednak trend malejacych warto$ci CBDre zostat zachowany i utrzymywat

si¢ na poziomie ~0,4.
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Pomimo nienadzwyczajnej selektywno$¢ zwigzkéw w wybranym zbiorze, podyktowanym
zachowaniem spojnos$ci z poprzednimi badaniami (te same biatka 1 zestaw ligandow
zapewniajacy powtarzalno$¢ obliczen) udato si¢ wypracowac rzetelny system teoretycznej
oceny selektywnos$ci. Co wigcej, uzywajac tych samych danych chcieliSmy sprawdzi¢ jak
przewidywany jest caty zestaw - w ramach kampanii skriningowych w §wiecie rzeczywistym,

mozna nie mie¢ walidowanego zestawu ligandow o wysokim powinowactwie.

Podsumowujac, w powyzszej publikacji udato mi si¢ uzyska¢ wiarygodny, w tym sensie,
ze jest w stanie rozpozna¢ aktywne ligandy z duza pewnoscig (AUC = 0.844) model A3AR.
Co wigcej w toku dokowania udato si¢ poprawnie przewidzie¢ 27 z 39 ligandéw uzytych
w badaniu. Biorac pod uwage duza elastyczno$¢ GPCR oraz fakt, ze tylko jedna z wielu
mozliwych konformacji receptora zostala wykorzystana do uzyskania stosunkowo dobrego

wspotczynnika trafien, dodatkowo mozna stwierdzi¢ wysoka jakos$¢ uzyskanego modelu.

Po drugie, zastosowana metoda rankingu oparta na metryce miejskiej okazala si¢ by¢ uzyteczng
metryka do oceny wydajnosci metod in silico. Chodzilo o to, by oszacowac i zobrazowac, jak
dalekie od "doktadnych" beda wyniki badan przesiewowych. Model ten zostal réwniez
z powodzeniem wykorzystany dla ligandow receptorow muskarynowych, utrzymujac wartosci
CBDxel na poziomie <0.2 dla dystrybucji binarnej (badania przeprowadzone pod moja opieka

przez uczestnika SKN, wyniki nieopublikowane).

4.4.2. Receptor sierocy GPR18

Znaczny rozwdj biologii molekularnej i nauk komputerowych pozwolit w ostatnich latach na
odwrocenie tendencji do identyfikacji receptoréw w oparciu o ich endogenne ligandy. Obecnie
struktury pierwszorzgdowe GPCRs sg okre$lane za pomocg technik sekwencjonowania DNA,
co z kolei przyczynito si¢ do zachwiania rownowagi pomig¢dzy liczba zidentyfikowanych
receptorow a ich naturalnymi ligandami. Stad tez wziat si¢ termin tzw. receptoréw sierocych
(ang. orphan GPCR, oGPCR) — zwyczajowo nazywanych GPR z unikalnym numerem, ktory
wskazuje na konkretne biatko. Receptory sieroce to biatka, ktore wiagzg i sg aktywowane przez
nieznane dotad czasteczki sygnalizacyjne (ligandy, neurotransmitery lub hormony). Posiadaja
one jednak wspolne elementy strukturalne ze zidentyfikowanymi receptorami, ktorych
czagsteczki sygnalizacyjne sg juz znane. Mimo znacznego postepu technologicznego i wszelkich
wysitkéw badaczy, nie udato si¢ jeszcze przypisa¢ wihasciwych czasteczek dla wszystkich
GPCR. W przypadku wykrycia endogennego liganda, a wigc tak zwanego odsierocenia (ang.
deorphanizing) receptora, zmienia si¢ jego nazwe na taka, ktora odzwierciedla ten zwigzek

chemiczny [18]. W samej klasie A liczba oGPCRs wynosi 81 (stan na 04.11.2022).
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Gen kodujacy receptor GPR18, zostat po raz pierwszy zlokalizowany w 1997 r. na ludzkim
chromosomie 13q32. Jako pierwszy, potencjalny naturalny ligand, scharakteryzowano
N-arachidonyloglicyng¢ (NAGly) [19-21] - endogenny metabolit endokannabinoidowego
anandamidu (ANA, ang. anandamide; lub: AEA, ang. N-arachidonoylethanolamine). Dlatego
tez, GPR18 czgsto nazywany jest rowniez receptorem N-arachidonyloglicyny, pomimo iz
oficjalnie nadal posiada status receptora sierocego [22], aczkolwiek w ostatnich latach zostat
przypisany do podrodziny receptoréow lipidowych (GPCR, class A, Lipid receptors, wraz
z ,sierocymi” GPRS55 i GPR119). Pierwotnie jednak, z uwagi na fakt, ze moze by¢ aktywowany
za pomocg A’-THC i innych kannabinoidow, postulowany byt jako trzeci receptor
kannabinoidowy (CB3R), nawet pomimo niskiego stopnia podobienstwa (12% do CBiR i 7%
do CBa. R). Szlaki sygnatowe oraz jego dokladne znaczenie biologiczne nadal nie zostaly
w pelni wyjasnione. Z dotychczasowych badan wynika jednak, ze GPR18 wykazuje aktywno$¢
konstytutywna [23]. Co wigcej, coraz czesciej wigze si¢ GPRI8 2z procesami
immunologicznymi, neurodegeneracyjnymi i nowotworowymi, metabolizmem, obnizaniem
ci$nienia wewnatrzgatkowego oraz fizjologia bolu [24-26]. Z drugiej strony, liczba aktywnych
ligandéw jest wcigz bardzo niska, dlatego tez jeszcze do niedawna projektowanie nowych

struktur odbywalo si¢ w oparciu o strukture dotychczas poznanych ligandow.
Publikacja [H3]

Kamil J. Kuder; Tadeusz Karcz; Maria Kaleta; Katarzyna Kie¢-Kononowicz. Molecular
Modeling of an Orphan GPR18 Receptor. Letters in Drug Design & Discovery, 2019 : Vol.
16(10), 1167-1174.

Katedra Technologii 1 Biotechnologii UICM we wspéipracy z Uniwersytetem w Bonn
prowadzi od kilku lat pionierskie badania w poszukiwaniu aktywnych ligandéw receptoréw
GPR18 (w grupach zar6wno agonistow, jak i antagonistow). Celem proby wytlumaczenia
mozliwych zaleznosci struktura-aktywno$¢ w oparciu o struktur¢ celu, w ramach pracy
opublikowanej jako [H3] podjatem si¢ modelowania receptora GPR18 w stanie nieaktywnym.
W niniejsze] pracy wykorzystatem doswiadczenie modelerskie, ktore zdobylem podczas
wykonywania badan do pracy [H2] w Uniwersytecie Philipsa w Marburgu — pozwolilo mi to
na zauwazanie zaleznos$ci molekularnych, wykorzystanie gotowych bibliotek rotameréw jak
1 nowych narzedzi obliczeniowych. Jako szablon wybratem najblizsza sekwencyjnie dostepna
strukturg¢ ludzkiego receptora purynergicznego P2Y: w kompleksie z antagonista MRS2500
(PDB ID: 4XNW, 29% identycznosci, 2,7 A) [27]. Pomimo znanej juz struktury receptora CB;
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kannabinoidowego (PDB ID: 5U09), nie zdecydowalem si¢ jej uzy¢ ze wzgledu na niski stopien

identycznosci sekwencji (12%).

Brak jasno przypisanego naturalnego liganda dla GPRI18 stwarza nie tylko problem
klasyfikacyjny, ale takze praktyczny. Pomimo dosy¢ duzego stopnia zakonserwowania
aminokwasOw ortosterycznego miejsca wigzacego, mate zmiany w jej obrgbie stanowia
o unikatowos$ci danego (pod)typu receptora. Dlatego tez, w pierwszej kolejnosci dokonatem
przegladu dostepnej, bardzo wowczas ubogiej, literatury opisujacej GPR18 pod wzgledem
strukturalnym, positkujac si¢ wynikami przewidzianego miejsca wigzania z serwisu GalaxySite
[28]. Wyniki te potwierdzily czeSciowo przypuszczenia z rozprawy Schmeisser [29],
sugerujacej udziat dwoch arginin: R78%%° i R191°4? w wigzaniu ligandow. Dodatkowymi
aminokwasami (na tym etapie) zaklasyfikowanymi przeze mnie do opisania kieszeni wigzacej
GPR18 byly F248%3! i F2526°, Co wiecej, arginina w pozycji 2.60 zostala uprzednio
zaklasyfikowana jako kluczowy punkt uchwytu w GPRS55, a lokacja przypuszczalne;j,
ortosterycznej kieszeni wigzacej ulozonej w gornej 1/3 wysokosci biatka potwierdzito mdj

wybor.

W celu okreslenia uzyteczno$ci wybranego modelu, zadokowatem dwa ligandy: czgsciowego
agoniste/antagonist¢ kannabidiol i otrzymany w naszej grupie badawczej zwigzek CBS -
pochodng imidazotiazinonu, pierwszego opisanego antagonist¢ GPR18, wg. protokotu
wymuszonego dopasowania (ang. induced fit). W kompleksach CBD-GPR18 pozycja
pierscienia benzenodiolowego byta wymuszona przez oddzialywania grup hydroksylowych
z dwiema resztami argininowymi: R78%¢ i R191%42) przy czym orientacja pozioma grupy
cykloheksenylowej i ogona pentylowego skierowana byta w kierunku TM2 lub w dot kieszeni

wigzacej (Rysunek 7).

Czgsciowo potwierdzito to stuszno$¢ przewidzianego skladu aminokwasowego kieszeni
wigzacej. Dodatkowo jedna z grup hydroksylowych tworzyla wigzania wodorowe
z aminokwasami petli EL2: K174 1 Y160 — oddziatywania z K174 zostaty pdzniej uznane przez
Naumana jako jedne z kluczowych [30]. W przypadku kompleksow CB5-GPR18 natomiast,
uklad imidazotiazynonu tworzyl wigzanie wodorowe pomiedzy tlenem karbonylowym
a wzmiankowang R191542, natomiast druga z arginin, R78%%° stabilizowata dystalne
ugrupowanie aromatyczne poprzez oddziatywanie kation-nt. Dodatkowa stabilizacja
proksymalnego pier§cienia aromatycznego CB5 przez oddzialywania n—n z F248%! zostata

réwniez zaobserwowana.
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Rysunek 7. Gorny panel: obliczone tryby wigzania dla kannabidiolu (lewy panel) i CB5 (prawy panel). Model 2, fioletowy;
Model 3, oliwkowy,; Model 4, niebieski; Model 5, zielony; niebieskie linie wskazujg na wigzania wodorowe, TM3 i ECLI zostaly
(czesciowo) usuniete. Dolny panel: diagramy interakcji ligand-receptor.

Tak wygenerowane kompleksy po minimalizacji energii z wykorzystaniem CHARMM
(interfejs online) [31] zostatly wybrane do testow wzbogacenia. Poniewaz GPR18 byt (i wcigz
jest) stosunkowo nowym celem dla projektowania lekéw, a baza danych antagonistow jest
wcigz stosunkowo niewielka, grupa zwigzkow aktywnych skladala si¢ z 29 ligandéw. Pomimo
tego, ze zbiory wzbogacajace byty stosunkowo niewielkie pod wzgledem liczby i znaczenia
statystycznego, chodzito o sprawdzenie czy kompleksy modeli z dopasowanymi ligandami sg
w stanie odrozni¢ zwiazki aktywne od nieaktywnych. Dla komplekséw CBD-GPR18 obliczono
odpowiednio AUC = 0,629 i 0,705 (Model 2 i 3), dla komplekséw CB5-GPR18, AUC =
odpowiednio 0,71110,719 (Model 4 1 5). Biorac pod uwage wartosci AUC i wizualng inspekcje

zadokowanych ligandow jako wiodacy model wybratem Model 5.

W kolejnym etapie dokonalem proby znalezienia odpowiedzi na pytanie, dlaczego
podstawienie w pozycji meta proksymalnego pierscienia aromatycznego w wybranych
ligandach jest tolerowane przez receptor, GPR18 a analogi para pozbawione sg aktywnos$ci

w kierunku tego celu (Rysunek 8).
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Rysunek 8. Struktury i wartosci ICsy wybranych ligandéw CB uzytych w badaniach w ramach publikacji [H3].
Wedlug obliczonych tryboéw wigzania mozna bylo stwierdzi¢, ze dla para- podstawionych
pochodnych, rdzen imidazotiazynonu byl obrocony o 180° w porownaniu do meta-
pochodnych. W rezultacie prowadzito to do powstania wigzania wodorowego pomiedzy tlenem
karbonylowym a R78%% i/lub T2727-*°, Nie zaobserwowano natomiast dodatkowych interakcji
z drugim, hipotetycznym punktem kotwiczacym, R191°42, Poniewaz glownym celem tych
wstepnych badan dokowania bylo sprawdzenie réznicy pomigdzy mozliwymi sposobami
wigzania ligandéw meta- i para- podstawionych oraz ich wplywu na aktywno$¢, mozna byto
stwierdzi¢, ze brak interakcji z R191°% mogt sugerowaé jego kluczowa role w wigzaniu

antagonisty GPR18.

Badania zawarte w publikacji [H3] byty drugimi opublikowanymi, dotyczacymi modelowania
receptora GPR18 i1 pierwszymi, w ktorych podjeto si¢ proby znalezienia molekularnych
determinant oddzialywan jego ligandow. Pomimo zastosowania S$redniozaawansowanych
metod, udato si¢ uzyska¢ model o akceptowalnym stopniu funkcjonalnosci, jak i przeprowadzi¢
pierwsza analiz¢ struktura-aktywno$¢ dla antagonistow GPR18 w oparciu o metody SBDD dla

wowczas niklego zestawu ligandow aktywnych.
Publikcja [H4]

Ilona Michalik*, Kamil J. Kuder *3; Katarzyna Kie¢-Kononowicz, Jadwiga Handzlik.
Structure Prediction, evaluation and Validation of GPR18 Lipid Receptor Using Free Programs.

International Journal of Molecular Sciences, 2022: Vol. 23, nr 14, id. art. 7917

Okres 2-3 lat w naukach obliczeniowych w XXI wieku to dosy¢ szerokie ramy czasowe.
Od momentu powstania publikacji [H3] pojawily si¢ nie tylko nowsze, bardziej zaawansowane

metody przewidywania struktur biatkowych, zakres narz¢dzi obliczeniowych i logarytmicznie
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rosngca ilo$¢ rozwigzanych struktur krystalicznych receptorow 7-TM, lecz réwniez nowe,
aktywne ligandy. Ponadto, opisano kilka modeli homologicznych [30, 32] i opracowano wiele
doktadniejszych metod przewidywania i walidacji struktur biatkowych. Dotyczy to miedzy
innymi pr¢znie rozwijajacych si¢ metod opartych na sztucznej inteligencji/uczeniu
maszynowym, szeroko wykorzystywanych w ostatniej edycji eksperymentéw CASP i CAMEO
[33, 34] - ze szczegdlnym uwzglednieniem algorytmoéw AlphaFold2 (AF2), ktére do tego
stopnia wyroznity si¢ na tle konkurencji, ze w ocenach eksperymentow CASP otrzymaty
osobng kategori¢. Jednak ostatnie doniesienia zdaja si¢ temu nie tyle przeczyé¢, co mocno
polemizowa¢ z jako$cia podstawowych modeli AF2. Dlatego tez w ramach publikacji [H4]
podjatem si¢ ponownie wygenerowania modelu homologicznego receptora GPR18 w stanie
nieaktywnym, spetniajacego wszystkie wymagania w zakresie jako$ci struktury biatka
1 rozpoznawania aktywnych ligandow w wirtualnych testach przesiewowych, przy
zastosowaniu kazdej ze znanych (mniej lub bardziej czasochlonnych) metod generacji biatek.
Dodatkowo, uwzglednilem w celach poréwnawczych modele wygenerowane przy uzyciu
algorytmu AlphaFold2 [33] aby sprawdzi¢, czy wygenerowane modele po wszystkich
procesach optymalizacji geometrycznej i energetycznej mogg przynajmniej marginalnie si¢ z
nimi réwnaé, zarbwno w szacunkach liczbowych, jak i funkcjonalnych. W niniejszych
badaniach, szeroko wykorzystatem réwniez symulacje dynamiki molekularnej, zaréwno dla

form apo biatek jak i dla kompleksoéw biatko-ligand.

Ponadto, w publikacji [H4], chcialem sprawdzi¢, czy mozliwe jest prowadzenie badan
naukowych z wykorzystaniem wyltacznie powszechnie dostgpnego oprogramowania
(darmowego lub licencjonowanego akademicko). Innymi stowy, czy we wspolczesnej nauce
konieczne jest stosowanie kosztownych licencji, aby uzyska¢ wiarygodne wyniki badan — caty

wachlarz oprogramowania uzytego w niniejszych badaniach wpisywat si¢ w zalozone wymogi.

Modele zostaly wygenerowane z wykorzystaniem, algorytméw wpisujacych si¢ w 3 metody
przewidywania struktur biatkowych: klasyczng (Modeller, 23 tagcznie 40 modeli; symbol PY3),
przewlekania (I-Tasser, C-I-Tasser, 15 modeli; odpowiednio IT i CIT) i ab initio (trRosetta,
5 modeli; RoseTTAFold, 5 modeli; DeepMind / AF2, 1 model; AF2 , multi-state protocol” [34],
1 model; CollabFold, 1 model; odpowiednio TR, TTA, AF-DM, PF-DM i CF-DM) dajac
sumaryczng ilo$¢ 68 struktur biatkowych, ktére nastgpnie zostalty oszacowane pod wzgledem
warto$ci funkcji geometrycznych/jakosciowych, doktadnej oceny wizualnej z uwzglgdnieniem
rotamerow reszt okreslonego miejsca wigzacego i spodziewanych oddziatywan wewnatrz

biatkowych. Pozwolito to na wybranie 8 modeli (po jednym z kazdego uzytego algorytmu)
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do dalszych badan. Wszystkie modele zostaty nastgpnie optymalizowane lokalnie (3Drefine
[35]) i1 globalnie (DeepRefiner [36]). Ze wzgledu na wysokie warto$ci wstepnych oszacowan,
dla modeli wygenerowanych w oparciu o skrypt DeepMind zrezygnowatem z optymalizacji
globalnej. Wybrane modele zostaty takze poddane testom wzbogacenia, zarowno przed jak i po
optymalizacji, w celu obserwacji potencjalnych zmian w funkcjonalnosci wygenerowanych
struktur. Na podstawie przeprowadzonych testow wzbogacenia (w wigkszosci przypadkéw
AUC > 0.75) 1 wartosci otrzymanych z 12 réznych funkcji oceniajacych, w oparciu o analizg
statystyczng przygotowane zostalty dwa konsekutywne systemy rankingowe, pozwalajace
na obiektywng oceng¢ i wybor ,,najlepszego” z otrzymanych modeli po optymalizacji. W wyniku
zastosowanego rankingu wybralem po jednym modelu z kazdej metody, a nastgpnie
przeprowadzitem doktadng analiz¢ porownawcza wygenerowanych biatek pod wzgledem cech
strukturalnych w odniesieniu do dostgpnych struktury krystalicznych biatek z tej samej rodziny
(GPCR, klasa A, rodzina receptoréw lipidowych).

Za cztery gtowne cechy strukturalne odpowiedzialne za aktywno$¢ biologiczng GPR18 uznaje
sie: blokade jonowg pomiedzy R1193°1 S230633, przetgcznik molekularny (ang. toggle switch)
utworzony przez F245648 M275742, H249%2 & Y 104>, kieszen wigzacg sod utworzong przez
N40!%9, D68 i D28274° i mostek solny stanu nieaktywnego pomigdzy R*0 i D349 [32].
Pierwszy warunek nie zostat spelniony w przypadku modeli TR 1 TTA, jednak z odleglo$ciami
atomowymi O-N bliskimi wigzania wodorowego i1 zaskakujaco, przez model AF-DM.
Obserwowana blokada jonowa pekta we wszystkich przypadkach podczas symulacji dynamiki
10 ns dla wszystkich modeli bialek (Rysunek 9. Zmiana odleglosci blokady jonowej dla 8 modeli
GPR18 w formie apo podczas symulacji MD trwajacej 10 ns), co moze wynika¢ ze stosunkowo
stabego wigzania wodorowego pomig¢dzy natadowanym i nienatadowanym partnerem i byto

zgodne z wyzej wymienionymi badaniami.
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Rysunek 9. Zmiana odleglosci blokady jonowej dla 8 modeli GPRIS w formie apo podczas symulacji MD trwajqcej 10 ns.

Przetacznik molekularny natomiast, utworzony przez reszte¢ w pozycji 6.48 wysoce
konserwowanego motywu CWXP (ktéry w przypadku GPRI18 jest zastagpiony motywem
CFXP), dla otrzymanych modeli wydawatl si¢ trudny do kontrolowania ze wzglgdu na brak
aromatycznej reszty bezposrednio w poprzek przestrzeni wewnatrz domenowe;j, takiej jak np.
F3.36 wystepujacej w CB1 i CB2 [28]. W rzeczywisto$ci, po natozeniu na dostgpne struktury
lipidowych receptorow GPCR klasy A zwigzanych odpowiednio z antagonistami lub
odwrotnymi agonistami, z fenyloalaning w pozycji 6.48: CysLT1 (6RZ4, 6RZS5), CysLT2
(6RZ6-6RZ9) 1 PAF(5ZKQ), konformacja reszty F6.48 pokrywata si¢ dla wickszosci modeli
i to bez dodatkowej stabilizacji/interakcji (Rysunek 10). Podobng obserwacj¢ stwierdzono
podczas nalozeniem z W6.48 receptora CB; kannabinoidowego (5UQ9).

Rysunek 10. Nalozenie reszt w pozycji 6.48 modeli: TTA (Zotty), PF-DM (pomaranczowy), CF-DM (morski) oraz 5U09
(granatowy) 6RZ7 (fioletowy) i SZKQ (zielony). Helisy TM sq reprezentowane przez biate wstqzki dla lepszej przejrzystosci
obrazu. Lewy panel - widok z gory, prawy panel - widok z boku.
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Ostatni warunek, podczas 10 ns symulacji dynamiki molekularnej byt zachowany tylko dla
modeli AF-DM, PF-DM, CF-DM i IT przez wigkszo$¢ czasu podczas symulacji formy apo
1 komplekséw CB148. Biorgc pod uwage powyzsze, mozna stwierdzi¢, ze modele opisane

w publikacji [H4] spetniajg molekularne wymogi strukturalne.

Dodatkowo w ramach badan, majac ,,w rece” modele o odpowiednich parametrach
strukturalnych podjatem si¢ polemiki dot. mozliwego trybu wigzania ligandow i kompozycji
aminokwasowej ortosterycznego miejsca wigzania. Badania przeprowadzone przez Neumanna
[30] sugeruja nieco inny tryb wigzania od wczesniej opisanych (m.in. w pracy [H3)),
a w ktorym biorg udzial reszty gornej czesci TM2 (R78%%0, Y8163, Y82264) i TM3 (L97°%%)
wraz z resztami EL2 z jednej strony oraz aromatyczng klatka utworzona przez tancuchy boczne
aminokwasow TM6 1 TM7. Taki sposdb wigzania jest wspolny dla kilku GPCRs [33,34],
w tym dla podrodziny ligandow lipidowych, na przyktad w strukturze receptora czynnika
aktywujacego ptytki (PAF) 5ZKQ [35] (36% podobienstwa i 20% identycznosci z GPR18).
Niemniej jednak, poréwnujac ze strukturg receptora leukotrienowego cysteinylowego 1
(CysLTl1, PDB ID: 6RZ4, ze zwigzanym antagonistg), ztozong z *RADYY?%* zamiast
2O0RMFY Y24 wystepujacego w GPRI18, okazato sig, ze analogiczny R78%%° rdéwniez
uczestniczy w wigzaniu antagonisty. W rzeczywisto$ci na zaangazowanie tych dwoéch
obszarow strukturalnych (TM2/TM3 & TM6/TM7) moze wptywaé obecnos¢ n-wybrzuszenia
1 m-helisy, gdyz taka korelacje pomi¢dzy miejscami aktywnymi biatka a m-helisami lub
n-wybrzuszeniami wykazano juz wczesniej [37, 38]. Analizujac struktur¢ GPR 18 znalazlem
n-wybrzuszenie przy F33'# oraz 8 aminokwasowg m-helise: >**RLTFFFLI>#. To z kolei
skutkuje: a) wygieciem TM2, ktore determinuje wicksza mozliwos¢ interakcji R7820, Y81263
i Y82%%4 z ligandem, jak rowniez b) rotacjg/wyginaniem TM6 z R191>4? skierowanym do
wewnatrz receptora. Potwierdzito to czgsciowo przewidywania z pracy [H3]. Ponadto,
ustalenia te potwierdzitem przewidywaniami z serwisu PrankWeb [39] dla wszystkich modeli.
Niezaleznie od wybranego modelu, obserwowany byt staty wzor aminokwaséw, ktory stanowi
(przypuszczalnie) kieszen wigzaca GPR18 z najczestszymi predykcjami R78% €0, Y812:63,
Y 82264, T101332, C1724-30, L173%51 K174%52, R191°42, F2485°! F252655 1.25558 N2657-%2,

G26873°, A269736, T27273.

W nastegpnej kolejnosci postanowitem zadokowaé sze$¢ strukturalnie podobnych ligandow
z naszej grupy badawczej o zakresie powinowactwa do GPR18 od 93 do 650 nM i aktywnosci
hamujacej. Aby unikna¢ stronniczo$ci, do dokowania wykorzystatem wspotrzedne kieszeni

wiazacej z serwisu PrankWeb. Jak mozna bylo sie spodziewaé, roznice w ksztatcie 1 wielkosci
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kieszeni wigzacych dla poszczegolnych modeli miaty duzy wplyw zardwno na przypuszczalne
pozy wigzania, jak 1 na wyniki funkcji skorujacej - najnizsze wartosci obliczono dla modeli IT

1 PY3, a najwyzsze dla modeli DM.

Pozy ligandow najbardziej zblizone do ,,natywnych” udato si¢ zaobserwowaé¢ w przypadku
modeli otrzymanych algorytmami ab initio - obliczone sposoby wigzania zacz¢ly wydawac si¢
bardziej uporzagdkowane i znaczace, czemu towarzyszyly wyzsze i lepiej roznicujace wyniki
funkcji skorujacej w poréwnaniu z modelami otrzymanymi innymi metodami. Co wigcej
wygenerowane pozy roznily si¢ od tych, ktére zostaty obliczone w ramach publikacji [H3].
Ogolnie: uktad imidazotiazinonu uktadat si¢ pomiedzy TM1 i TM2, oddziatywujgc z Y8224
i/lub Y812 poprzez wigzanie wodorowe z azotem imidazolowym, a proksymalny tlen eterowy

tworzyt wigzanie wodorowe z R78%¢0

, podczas gdy zachodnia (dystalna) czes¢ liganda byta
badz zawinigta pod petla EL2, badZ klatkowana przez reszty aromatyczne TM6 oraz poprzez
oddziatywania kation-n z R191°42, co byloby zgodne z wczedniej zaproponowanym wzorem
wigzania ligandow dla GPR18 [25]. Mogloby to rowniez thumaczy¢ nizsza aktywno$¢ ligandow
CB92 lub CBS5 vs CB148 (wzgledem GPR18) poprzez mniejszg ilos¢ interakcji z TM6 dla tych
struktur. Jednak dtuzsze ligandy CB153 1 CB154 zostaly obliczone jako wigzace si¢ w sposob

odwrotny (zwtaszcza w przypadku struktur AF-DM i PF-DM).

W kolejnym kroku, aby upewni¢ si¢ co do stlusznosci wyliczonych powyzej i wybranych do
symulacji dynamiki molekularnej pdz wigzacych, postanowilem zastosowa¢ inny, darmowy
algorytm dokowania. W efekcie otrzymalem niemal idealne pokrywanie si¢ obliczonych za
pomocg algorytmu GWO Vina domniemanych trybéw wigzania dla wybranych ligandow,
zadokowanych do modeli CIT, TR, TTA i DM. W innych przypadkach jednak, ligandy zostaty
obliczone jako dokowane w tej samej przestrzeni, ale nie udalo si¢ znalez¢ statego trybu poz
lub oddziatywan dla strukturalnie podobnych ligandow. Te obserwowane rdéznice moga
wynika¢ z innego (niz uprzednio zastosowany DockThor) algorytmu wyszukiwania/oceny
GWO Vina, gdzie zmienne konformacyjne zar6wno liganda jak i receptora sa ewoluowane
iteracyjnie. Przyktadowe porownanie trybow dokowania dla tych samych par ligand/receptor,

ale przy uzyciu dwodch réznych algorytmow, przedstawiono na Rysunek 11.
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Rysunek 11. Porownanie sposobow wigzania CBS obliczonych za pomocg DockThor (zielony) i GWO Vina (pomaranczowy)
do modeli TTA (lewy) i PF-DM (prawy). Cyfry rzymskie oznaczajg TM - dla jasnosci zaznaczone tylko w modelu TTA.

Dla wszystkich uzytych biatek, w tym ich form apo, jak réwniez wybranych kompleksow
przeprowadzone zostaly 10 ns symulacje dynamiki molekularnej (MD). Stabilno$¢ form
niezwigzanych obliczona za pomocg zmian RMSD w poréwnaniu z pierwsza ramka MD zostata
przedstawiona na Rysunek 12. Przedstawione warto$ci przekladaja si¢ na obserwowang
stabilno$¢ modeli bialek podczas tych symulacji, przy czym model AF-DM okazat si¢ by¢
najbardziej (srednie RMSD ~1,5A), a PY3 najmniej stabilny (§rednie RMSD ~3 A).

5
RMSD (vs 1 frame- pdb after equilibration)

45 —-—CT T - PY3
TTA -o- TR == AF-DM
=#= CF-DM =#=PF-DM

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
TIME [NS]

Rysunek 12. Zmiany wartosci RMSD mierzone w [A] vs. ramka 1, podczas 10 ns symulacji modeli niezwigzanych biatek
opisanych w publikacji [H4].

W przypadku komplekséw biatko-ligand, ré6znice w obliczonych sposobach wigzania w duzym
stopniu wplynety na zachowanie ligandéw. Mozna jednak zauwazy¢ pewne prawidlowosci.

Na przykladzie liganda CB5, w kompleksach otrzymanych z modeli CIT, PY3 i TR, ligandy
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nie byly stabilne podczas symulacji i wydawaly si¢ swobodnie poruszaé w przestrzeni
pomiedzy TM2, TM3 i TM7. Jednak dla kompleksu CB5-TR ligand zachowal poczatkowe
oddzialywania z Y81%% przez pierwsze 4 ns symulacji, konczac symulacje z terminalnym
piercieniem benzenowym w poblizu TM6, przy wsparciu n-stackingu z F25263°, Podobna
obserwacja miata miejsce dla kompleksu CBS-IT, gdzie poczatkowo ligand nawigzywat
kontakty z (gtownie) aminokwasami EL3 1 EL2. Przy do$¢ stabilnym rdzeniu
heterobicyklicznym zaobserwowano ruch (aro)alifatycznego ogona w sposob potkolisty tak, ze
w 5 ns symulacji ulokowatl si¢ on pomigdzy TM5 i TM6. Ligand pozostawat w tej pozycji przez

caly pozostaly czas symulacji, klatkowany przez pierscienie aromatyczne aminokwaséw i/lub

R191%42, Podobna obserwacja miata miejsce w przypadku kompleksu TTA-CB5 (Rysunek 13).

Rysunek 13. Orientacja CB5 w modelach IT (lewy panel) i TTA (prawy panel) w czasie 0 ns (zielony) i po 10 ns symulacji
(limonkowy).

Ponadto podobne obserwacje dla ogona (aro)alifatycznego stwierdzono dla kompleksu
otrzymanego z przypuszczalnie najlepiej dzialajacymi modelami wygenerowanymi przez
skrypt AlphaFold2, ze wskazaniem na kompleks CB5 z modelem CF-DM. Reszta R191%4?
stabilizowala dystalny pierscien benzenowy poprzez interakcje kationowe z dodatkowym
wsparciem F248%5! i H249632 ktére zapewnialy interakcje typu m-stacking przez calg
symulacj¢. Z kolei glowa heterobicykliczna kontaktowata si¢ rowniez z aminokwasami EL2
1 EL3, przy czym ten ostatni zamykat si¢ nad ligandem poczawszy od 1 ns symulacji. Ogoélnie,
obserwowane zmiany polozenia ligandu i wzglednie state oddziatywania (w wickszos$ci)
niezaleznie od zastosowanego modelu biatka, moga wskazywaé na znaczenie oddziatywan
stabilizujacych klatki aromatycznej TM6 dla wigzania antagonisty/odwrotnego agonisty dla

zestawu uzytych ligandow.
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Bukiet podobnych oddzialywan i zachowan ligandow podczas symulacji zaobserwowatem
réwniez w przypadku kompleksow z pozostalymi ligandami: CB148, CB153 i CB92.
W przypadku tego ostatniego, najbardziej stabilnym okazat si¢ kompleks CF-DM-CB92, ktory
zachowatl wigkszo$¢ oddzialywan wyjsciowych. Ligand byl stabilizowany przez 3 wigzania

wodorowe — pomiedzy grupg karbonylowg a Y82%64

, proksymalnym tlenem eterowym z T171
oraz dystalnym z R19154¢, To ostatnie zastgpito poczatkowe oddzialywanie kation-r z dystalng
grupa fenylowa ze wzgledu na delikatng zmiane konformacji zarowno liganda jak i biatka
w pierwsze] ns symulacji. Cze§¢ aromatyczna natomiast, byta stabilizowana przez
kanapkowanie z H249%%2 lub F248%°!' do kofca symulacji. Z drugiej strony, R78%*%0

zachowywala wewnatrzczasteczkowe oddziatywanie z A110, stabilizujac w ten sposob EL2.

Réznice w powinowactwie do GPR18 pomigdzy CB92 a CB153 mozna natomiast wyjasnic¢
tym, ze w przypadku tego pierwszego, reszta R191°4¢ tworzyla oddziatywaania z tlenem
eterowym poprzez wigzanie wodorowe (brak w przypadku CB153). W przypadku
najaktywniejszej struktury CB148 mozna wnioskowaé, ze odpowiada za to grupa nitrylowa

skierowana w dot receptora umozliwiajac przez to dodatkowe oddzialywania hydrofobowe.

Podsumowujac, na podstawie do$¢ ostrych kryteriow sposréd kilkudziesigciu modeli wybratlem
do ewaluacji 8 struktur, w tym 3 oparte na algorytmie AF2. Kolejnym krokiem byto doktadne
porownanie uzyskanych struktur i identyfikacja miejsc wigzacych. Dodatkowa uwage
poswiecitem kwestii petli EL2, ktéra najprawdopodobniej moze bra¢ udziat w wigzaniu
ligandow, a ktéra ze wzgledu na duza elastyczno$¢ tego fragmentu pozostawiona zostala
w niezmienionej postaci (brak dodatkowych procedur modelowania tej petli). Poniewaz, jak na
razie, miejsce wigzania GPR18 pozostaje w sferze domystéw, sprobowatem zebra¢ dostepna
wiedze¢ 1 nakre$li¢ bardziej spdjny schemat mozliwych interakcji w samej proponowanej
kieszeni wigzacej. W tym celu z jednej strony wykorzystaliSmy jeden z najwyzej ocenionych
predyktoréw miejsc wigzacych, a z drugiej strony, na podstawie wspomnianego poréwnania,
szukatem wspolnych cech strukturalnych z receptorami z tej samej rodziny, jak réwniez
polozenia ligandéw w ich kieszeniach wigzacych. Przewidywania cze$ciowo pokrywaty sie juz
z opublikowanymi danymi literaturowymi. Na tej podstawie udato si¢ opisa¢ mozliwy schemat
oddziatywania antagonistow z aminokwasami ortosterycznego miejsca wigzacego GPR18.
Whiosek ten mozna wysnu¢ na podstawie nast¢pujacych obserwacji: a) bez dokladnego
okreslenia uczestniczacych aminokwasow, a jedynie wspotrzednych miejsca wigzania,
obliczone pozy wiazace wykazywaly interakcje z jednej strony odpowiadajace naszym

odkryciom, z drugiej za$ (czgSciowo) pokrywajace si¢ z dotychczas opublikowanymi;
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b) mozliwe bylo okreslenie wplyw roznic strukturalnych na wzorce wigzania dla ro6znie
aktywnych ligandéw c) uzyskane pozy byly przewidywane przy uzyciu dwodch réznych

algorytmow dokowania i byly stabilne w symulacjach dynamiki molekularne;.

Podsumowujac, bioragc pod uwage wszystkie uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze szeroki
zakres swobodnie dost¢gpnego oprogramowania i/lub licencji akademickich pozwala na
przeprowadzenie rzetelnych badan modelowania/dokowania molekularnego. Niemniej jednak,
gldownym ograniczeniem tego badania byla moc obliczeniowa uzytych maszyn. W celu
rzetelnego pordwnania wszystkich otrzymanych modeli i wybranych kompleksow, zmuszeni

bylismy wykona¢ jedynie krétkie, 10 ns symulacje MD.

4.4.3. Receptor Hz histaminowy

Receptor H3 histaminowy (H3R), wybitny czlonek rodziny receptoréw histaminowych, od
momentu odkrycia i sklonowania genow stuzy jako szeroko eksplorowany cel farmakologiczny
ze wzgledu na szerokie spektrum dzialania neuromodulacyjnego w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) [40]. Z jednej strony, aktywacja presynaptycznych receptoréw na
neuronach histaminergicznych powoduje regulacje syntezy i uwalniania ich naturalnego
liganda — histaminy. Z drugiej strony, aktywacja H3R jako heteroreceptoréw wptywa na caty
szereg innych neuroprzekaznikow, w tym acetylocholing, dopamine, serotoning, noradrenaling,
kwas y-aminomastowy, glutaminian i substancj¢ P, wymieniajac tylko kilka z nich [41].
Z punktu widzenia anatomii, H3R ulegaja ekspresji w zwojach podstawnych, hipokampie
1 korze mézgowej u ludzi — regionach zwigzanych z poznaniem, snem, czuwaniem i regulacja
homeostazy. W zwigzku z tym, ligandy H3R, zaré6wno antagonisci jak i odwrotni agonisci,
poniewaz H3;R  wykazuja réwniez aktywnos¢ konstytutywna, stanowig jednag
z najwigkszych grup wspodtczesnych badan nad ligandami GPCR, z implikacjami w leczeniu
wielu chorob OUN, w tym choréb Alzheimera i Parkinsona, schizofrenii, ADHD, otytosci
1 narkolepsji [42]. W rzeczywisto$ci, podczas gdy kilka duzych firm farmaceutycznych
pracowato nad rozwojem ligandu hamujacego H3R w wyzej wymienionych wskazaniach
1 osiagneto 111 faze w badania klinicznych, wszystkie z nich zakonczyty si¢ niepowodzeniem.
Jedyny zwigzek, pitolisant, trafit na rynek pod nazwag Wakix® ze wskazaniami do leczenia

narkolepsji [43].

Ponadto receptor H3z (wraz z H4R) histaminowy ma specyficzng budowe ortosterycznego

miejsca wigzacego. Podczas gdy w wickszos$ci aminergicznych receptorow GPCR za kluczowy
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punkt uchwytu uwaza si¢ reszt¢ kwasu asparaginowego w potozeniu 3.32, H3R posiada
z drugiej strony, tatwiej dostepng reszte kwasu glutaminowego E206°46, ktora jest postulowana
jako nadrzedny punkt uchwytu przez wielu autoréw. Jednoczes$nie, wcigz nie posiadajac
rozwigzanej struktury krystalicznej, modelowanie ligandow H3R opiera si¢ o modele

homologiczne.

Na przestrzeni lat zsyntetyzowano wiele ligandow H3;R opartych na réznych ukladach
heterocyklicznych, poczawszy od natywnej dla histaminy czasteczki imidazolu, poprzez
(podstawione) piperydyny, pirolidyny i piperazyny. Wciaz jednak ogolna struktura ligandéw
pozostawala niezmienna: heterocykliczne zasadowe rdzenie potaczone poprzez (usztywniony)
tancuch alkilowy z polarng czasteczka, ktora sama taczy si¢ bezposrednio lub poprzez drugi
linker z tzw. wschodnim regionem arbitralnym. Podczas gdy te ostatnie s3 uwazane za
modulujace site dziatania 1 wiasciwosci farmakokinetyczne antagonistow/odwrotnych
agonistow H3R, czasteczki heterocykliczne utrzymuja niezbedne interakcje z aminokwasami

kieszeni wigzacej, niezbgdnej do wigzania receptora.
Publikacja [H5]

Kamil J. Kuder ¥; Magdalena Kotanska; Katarzyna Szczepafiska; Kamil Mika; David Reiner-
Link; Holger Stark; Katarzyna Kie¢-Kononowicz. Discovery of Potential, Dual-Active
Histamine H3 Receptor Ligands with Combined Antioxidant Properties. Molecules, 2021: Vol.
26, nr 8, id. art. 2300

Badania wykonane w naszej grupie [44—46] pozwolily na ustalenie unikalnej czasteczki
heterocyklicznej, a mianowicie czasteczki  4-pirydylopiperazyny jako nowego
bioizosterycznego zamiennika piperydyny. Badania modelowania molekularnego, ktére
prowadzitem w ramach powyzszych prac potwierdzily jego zdolnos¢ do tworzenia
dodatkowych interakcji, poza tymi z protonowanym azotem piperazyny, a Wwysoce
konserwowanymi aminokwasami H3R. Wyniki te zostaly potwierdzone in vitro, dowodzac, ze
uktad ten jest kluczowym elementem wysokiego powinowactwa do H3R. Z kolei obszerne
podstawniki regionu wschodniego, takie jak benzofenon, okazaly si¢ rowniez dziala¢ jako
mozliwe dodatkowe akceptory wigzan wodorowych 1 hydrofobowych, wzmacniajac
oddzialywania ligand-receptor. Zostato to ponownie udowodnione in vitro, czego efektem jest
jeden z najwyzej aktywnych ligandow H3R z naszej grupy, KSK63 (hH3R Ki = 3,12 nM,
Rysunek 14).
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hH3R K =10.8 nM hH3R K= 12 nM
hoyR K = 65.2 nM, ro,R K, = 326 nM
rVAChT K; = 46.3 nM
hAChE IC5q = 0.53 uM; hBuChE ICs0 = 1.69 uM
hMAO A ICs0 = 0.145 uM; hMAO B ICs0 = 0.078 uM

Rysunek 14. Struktury i wlasciwosci referencyjnych ligandow receptora Hs histaminowego.

Probujac znalez¢ nowe podwdjnie dziatajace ligandy H3R, w ramach pracy [HS]
zaprojektowatem seri¢ ligandow z modyfikacjami czesci hydrofilowej i dystalnych regionow
regulacyjnych (odpowiednio R! i R?; Rysunek 15), opartych strukturalnie na opisanym powyzej
KSK63.

Rysunek I5. Schemat ogélny polgczern zaprojektowanych w ramach publikacji [H5).

Do tej serii wybralem 5 réznych (cyklo)alkilowych podstawnikow karbonylowych
1 4-arylpiperazynowych. Stosujac bezposrednie podstawniki (cyklo)alkilokarbonylowe
piperazyny N4, chciatem sprawdzi¢, czy taka redukcja fadunku ujemnego azotu piperazyny N4
bedzie nadal akceptowalna dla retencji powinowactwa H3R [47]. Z drugiej strony, aby unikng¢
ewentualnego naktadania si¢ efektow indukcyjnych i mezomerycznych p-podstawionej grupy
metoksylowej, wybratem pochodne m-podstawione, tak aby uwzgledni¢ tylko ten pierwszy.
Z drugiej strony chcialem réwniez sprawdzi¢, czy wzrost hydrofobowos$ci poprzez

wprowadzenie atomow halogenu do czasteczki benzofenonu jest rowniez tolerowany.
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Tabela 1. Wybrane struktury i aktywnosci w kierunku H3R ligandow opisanych w publikacji [H5].
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W rezultacie, w ramach dwuetapowej syntezy otrzymalem 15 struktur o umiarkowanym
powinowactwie do hH3R (Tabela 1), z najlepszym zwigzkiem 17 (hH3R K; =518 nM), bedacym
pochodna m-metoksylowa. Przyczyna tych obserwacji moze by¢ niska warto$¢ pKa azotu N4
otrzymanych zwigzkéw ze wzgledu na zastosowane podstawniki piperazyny. Przy pK.= -6,0
dla zwigzkéw zawierajacych w polozeniu N4 podstawnik acetylowy mozna przypuszczac,
ze wigkszos¢ zwigzku w fizjologicznym pH wystepuje w formie niezjonizowanej. Moze to
skutkowa¢ pozbawieniem kluczowych oddziatywan z aminokwasami kieszeni wigzacej,
co skutkuje bardzo niskim lub catkowitym brakiem powinowactwa. Wydaje si¢, ze jedynie
pochodne m-metoksy- i p-nitrofenylowe wyrazaja pKa. na poziomie pozwalajagcym na obfitos¢
form zjonizowanych. Prébe potwierdzenie zaleznosci stopnia zjonizowania od mozliwych

interakcji wykonalem postugujac si¢ narz¢dziami modelowania molekularnego.

Dwa z czterech znanych i opisanych receptoréw histaminowych nadal pozostaja weztem
gordyjskim w ujeciu krystalograficznym. Dotychczas udato si¢ rozwigza¢ strukture
krystaliczng receptora histaminowego HiR (PDB ID: 3RZE) i bardzo niedawno H>R (PDB ID:
7UL3). Dlatego tez w przedstawionych badaniach wykorzystalem opisany wcze$niej model
homologiczny receptora histaminowego H3R [44, 45], ktéry zostal skonstruowany na
podstawie struktury krystalicznej muskarynowego receptora acetylocholiny M. (PDB ID:
3UON). Ponadto, biorac pod uwage fakt, ze ze wzgledu na bardzo niskg zasadowosc,
w fizjologicznym pH duza ilo$¢ zwigzkéw moze wystepowac w postaci niezjonizowanej, do

badan dokowania przygotowatem zaréwno konformery protonowane jak i nieprotonowane.
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W przypadku konformerdéw nieprotonowanych, zwigzki byly umieszczone plycej w kieszeni
wiazacej, a ich stabilizacja odbywata si¢ gléwnie poprzez oddziatywania n-n lub dodatkowe
wigzania wodorowe z Y3743! lub R381%%. Nie stwierdzono natomiast interakcji z zadnym
z kluczowych aminokwasow: E206>¢ ani D11432, Dla ewentualnych form niezjonizowanych
moze to thumaczy¢ bardzo niskie lub zadne powinowactwo do receptora H; histaminowego
(Rysunek 16. Obliczone tryby wigzania dla zwigzku 17 w formie nieprotonowanej (lewy panel) i

protonowanej (prawy panel).
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Rysunek 16. Obliczone tryby wigzania dla zwigzku 17 w formie nieprotonowanej (lewy panel) i protonowanej (prawy panel).
Niemniej jednak, dla konformerdéw protonowanych, zaskakujaco zaobserwowatem dwa rézne
sposoby wigzania: standardowy (ST), ze wschodnim regionem skierowanym do przestrzeni
pozakomorkowej, oraz odwrocony (UD). Jednak niezaleznie od trybu, potozenie zasadowych,
protonowanych fragmentéw ligandow bylo w wiekszosci przypadkéw podobne. W obu
przypadkach kluczowa interakcja - tworzenie mostka solnego i/lub wigzania wodorowego

65.46

pomig¢dzy protonowanym azotem aminowym a E20 pozostata zachowana ze wzgledu na

bliska lokalizacj¢ protonowanego azotu.

W trybie ST fragmenty benzofenonu zajmowaly przestrzen ogrodzona przez reszty
aromatyczne F193, Y189(ECL2) i Y3947 po bokach oraz Y9126! i Y9426 na gorze, co byto
zgodne z poprzednimi wynikami. W wigkszosci przypadkdéw zaobserwowatem rowniez
obecno$¢ wigzania wodorowego pomiedzy grupg karbonylowg a R381%% z wyjatkiem
nieaktywnych struktur 4-9 (pochodne N4-acetylpiperazyny). Dodatkowa stabilizacja poprzez
tworzenie wigzania halogenowego z Y91%%! oraz n-n stacking z Y3943 i przelgcznikiem

molekularnym W371%% wystepowata w przypadku najbardziej aktywnych dla tej serii
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pochodnych m-metoksyfenylowych. Interakcje te moga tlumaczy¢ ogoélnie wyzsze

powinowactwo ligandéw z tej podgrupy do HsR.

Z drugiej strony, tryb UD zaobserwowalem dla pochodnych N4-piperazyno:
p-acetylofenylowych i p-nitrofenylowych, z wyjatkiem pochodnej; 18(QD9), dla ktorej
zaobserwowalem oba tryby. Tryb ST charakteryzowat si¢ jednak nieco nizsza wartoscia energii
kompleksu (-58,78 vs -56,08 kcal/mol; glide energy). W tym trybie (UD) fragmenty
benzofenonu docieraly glgbiej w kierunku waskiej podkieszeni zlokalizowanej pomigdzy
regionami transmembranowymi (TM) 1, TM3 i TM7. Ta ostatnia jest utworzona przez fancuchy
boczne L117°3% i W371%% oraz S12132° i A12234 od dotu. Dodatkowa stabilizacja pozy
odbywala si¢ poprzez oddzialywania kation-t pomig¢dzy protonowanym azotem
piperazynowym a F193 (ECL2) oraz wigzania wodorowe pomig¢dzy grupami karbonylowa

i nitrowg a R3816%, Wraz z nowymi strukturami zadokowatem rowniez strukture referencyjng

Rysunek 17. Natozenie poszczegolnych ramek dynamiki molekularnej dla wybranych ligandow: 16, 17, 18ST, 18UD (kolejno L-P);
0 ps - szary, 100 ps - zielony, 200 ps — morski, 300 ps - zielony, 400 ps - fioletowy, 500 ps - pomaranczowy, 600 ps — zZotty.

KSK63. Ze wzgledu na budowe fragmentu zasadowego (uktad 4-pirydylopiperazyny),
protonowany jest azot czasteczki pirydylowej zamiast piperazynowego. Pozwala to na
przesunigcie liganda blizej w kierunku TM3 i utworzenie dodatkowej interakcji jonowej
z kluczowsg kotwicg aminergicznych GPCR, D114332, Zaobserwowany brak takich
oddzialywan dla nowych, opisywanych zwigzkoéw moze roéwniez przemawiac za ich znacznie

nizszym powinowactwem do receptora Hs histaminowego .

Stabilno$¢ obliczonych péz dla najbardziej aktywnych zwiazkow tej grupy 15, 17 oraz obu
orientacji 18 wraz ze zwiazkiem referencyjnym KSK63 ocenilem nastepnie za pomoca krotkich
symulacji dynamiki molekularnej (MD). Z kazdej symulacji wybratem 7 péz (poze
poczatkowa, oraz po kazdych 100 ps az do 600 ps). W przypadku zwigzkow 15, 17 i KSK63
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kompleksy okazaty si¢ stabilne przez catg symulacje 600ps (Rysunek17), zachowujac kluczowe
oddzialywania (Rysunek 18), oraz energi¢ potencjalng (U) uktadu atomowego na poziomie

~1000 kcal/mol.

W obu przypadkach, pozy poczatkowe (zaznaczone na szaro, Rysunek 17) byly bardzo podobne
do ich orientacji na koncu symulacji (zaznaczone na z6tto). Jednak przesunigcie miejsca
wigzania z zachowang konformacja pojawito si¢ w pierwszych 100 ps symulacji. Z drugiej
strony, analiza zachowania KSK63 pozwolita wyjasni¢ jego wyjatkowo wysokie
powinowactwo do HzR. Konformacja ta pozostawata do$¢ stabilna podczas symulacji
z zachowaniem spdjnego zestawu oddziatywan. Co nie zostato zaobserwowane dla pozostatych
struktur, protonowany azot pirydynowy zachowywat przez cala symulacje oddzialywania nie
tylko z kluczowg, aminergiczng kotwicg jonowg D114%%2, ale réwniez z E206°4°. Ponadto,
wszystkie kompleksy, wykazaty stosunkowo spojny zestaw oddzialywan ligand-biatko
wystepujacych podczas catej symulacji MD. Wigkszo$¢ zaobserwowanych interakcji wystapita
w obrebie TM3, TM5, TM6 i TM7 oraz ECL2, ze spdjnymi oddziatywaniami z Y115%%,
Y 189451 E206°46, Y394735, W przypadku zwigzku 18, standardowa orientacja wydaje si¢

bardziej stabilna podczas symulacji, z wigkszoscig startowych kluczowych interakcji

zachowanych w ostatniej klatce.
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KSK63 Ops
100ps
200ps
300ps
400ps
500ps
1600ps

15 Ops
100ps
200ps
300ps
400ps
1500ps
600ps

16 Ops
100ps
+200ps
300ps
400ps
500ps
- 600ps

17 Ops
100ps
200ps
300ps

'400ps
500ps
600ps

18 Ops
100ps
200ps
300ps
400ps
1500ps
600ps

Rysunek 18. Molekularne odciski palcow oddziatywan zwigzkow KSK63, 15 - 18 z modelem H3R podczas symulacji MD dla
poszczegolnych ramek. Kolorowe pola wskazujq na interakcje pomiedzy ligandem a odpowiadajgcym mu aminokwasem.
Kluczowe aminokwasy zostaly zaznaczone kolorem fioletowym.
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Whpisujac si¢ w nurt laczenia w jednej czasteczce wielu kierunkéw dziatania, chcialem
sprawdzi¢, czy oprécz spodziewanego posredniego efektu neuroprotekcyjnego (poprzez
antagonizm H3R), otrzymane ligandy moga dzialaé réwniez bezposrednio (poprzez
wykazywanie wilasciwosci antyoksydacyjnych). Pomimo, Zze w otrzymanych zwigzkach
brakuje protonu fenolowego uwazanego za niezbgdny do aktywnos$ci antyoksydacyjnej,
zwracajagc uwage np. na struktur¢ min. znanego antyoksydantu Melatoniny [48], lub
czterocelowego liganda H3R Contilisanta [48, 49], wybrane zwigzki zostaty przetestowane pod
katem mozliwych wlasciwosci antyoksydacyjnych (test FRAP) i zmniejszania wolnych
rodnikow (test DPPH). Sposréd trzech réznych podstawnikéw fenylowych (Ph) przebadanych
zwigzkow, tylko pochodne metoksylowe okazatly si¢ mie¢ wlasciwos$ci antyoksydacyjne. Moze
to wynika¢ z faktu, ze p-NO,-Ph, p- COCH3-Ph, s3 zdolne do przyciagania elektronu zamiast
oddawania go, podczas gdy p-OCH3-Ph sa zdolne do oddawaniu elektronu zamiast
przechwytywania, co z kolei wskazuje na ich zdolno$¢ antyoksydacyjna. Jednak w przypadku
podstawnika oddajacego elektrony, jakim jest m-OCHjs, aktywnos$¢ antyoksydacyjna pojawia

si¢ w badanej grupie zwiazkow.

Podsumowujac, w rezultacie badan opisanych w pracy [HS] udalo si¢ otrzyma¢ ligandy
receptora H3R o umiarkowanym powinowactwie do ludzkiego H3R, oscylujacym wokot
K; =500 nM, z drugiej strony wykazujacych wlasciwosci antyoksydacyjne (np.: 16, hH3R K; =
592 nM, hamujgce 50-60% aktywnos$ci kwasu askorbowego przy 10 mol/L). Wedlug mojej
wiedzy, obok niedawno opublikowanego Contilisantu i jego poprzednika ASS234, otrzymane
tu pochodne sa jednymi z niewielu ligandéw H3R o opisanych wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. Co ciekawe, dokowanie w modelu homologicznym H3R ujawnito dwa
potencjalne sposoby wiazania, przy czym w obu przypadkach zachowane zostaly kluczowe
oddziatywania jonowe. Stabilno$¢ tak otrzymanych komplekséw wykazaty symulacje MD.
Pozwolito to rowniez na mozliwe wyjasnienie wysokiego powinowactwa KSK63. Mimo ze
otrzymane serie zwigzkow okazaty si¢ stabymi ligandami receptoréw Hs histaminowych, moga
stanowi¢ cenne narzedzia farmakologiczne w poszukiwaniu nowych czasteczek

ukierunkowanych na choroby zwigzane ze stresem oksydacyjnym.
4.4.4. Receptor Hy histaminowy

Receptor histaminowy Hs od momentu jego odkrycia i identyfikacji w 2000 roku wyr6znia si¢
jako wazny cel w poszukiwaniu potencjalnych nowych lekoéw w leczeniu chordb zapalnych
i alergicznych, takich jak katar, $wiad i astma. Z najblizszym sgsiadem, H3R posiada tylko 35%
homologii sekwencji [50-52]. H4R ulega preferencyjnej ekspresji w komodrkach uktadu
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odporno$ciowego, takich jak eozynofile, komorki dendrytyczne, komorki tuczne, monocyty,
limfocyty, komérki NK 1 makrofagi. Najnowszy podtyp receptora histaminowego odgrywa
istotng role w krytycznych procesach uktadu immunologicznego, wsrod ktorych nalezy
wymieni¢ chemotaksje eozynofilow, komoérek tucznych i dendrytycznych pod wpltywem
histaminy, umozliwiajac uktadowi immunologicznemu rekrutacje komorek odpowiedzialnych
za reakcje odpornosciowe w odpowiednim miejscu [53]. Rozne gatunkowe ortologi receptorow
H4R histaminy wykazuja rozne wlasciwosci farmakologiczne, a powinowactwo do histaminy i
r6znych innych ligandéw rdzni si¢ migdzy gatunkami. Ponadto, analogicznie jak swoj mtodszy
brat H3R, HsR wykazuje wysoka aktywno$¢ konstytutywna, co moze mie¢ implikacje

patofizjologiczne [54, 55].

Od czasu wezesnego odkrycia, ten nowy receptor przyciagnat uwage zarowno przemystu, jak
1 $rodowisk akademickich; zainteresowanie to znalazlo odzwierciedlenie w cigglym
publikowaniu nowych, aktywnych ligandéw receptoréw Hy histaminowych w ciggu ostatnich
20 lat. Pierwotnie skupiajac si¢ na analogach histaminy i innych pochodnych zawierajacych
imidazol wzroslo zainteresowanie innymi rdzeniami heterocyklicznymi w grupach indoli,

benzimidazolu i mono- lub wielocyklicznych pochodnych azyn.
Publikacja [H6]

Dorota Lazewska; Enrique Dominguez-Alvarez; Katarzyna Kaminska; Kamil J. Kuder;

Katarzyna Kie¢-Kononowicz. Monocyclic and Fused Azines and Azoles as Histamine Hs

Receptor Ligands. Current Medicinal Chemistry, 2016 : Vol. 23, nr 18, s. 1870-1925.

Nieodtaczng komponenta wspodtczesnego projektowanie lekdw, jest wsparcie obliczeniowe w
postaci szeregu metod CADD. Ze wzgledu na (wcigz) brak rozwigzanej struktury krystalicznej,
projektowanie potencjalnych ligandow receptorow Ha histaminowych, opiera si¢ o modele
homologiczne. Dlatego tez, w ramach publikacji przegladowej [H6], dokonatem przegladu
literaturowego pod katem modelowania H4R, jego ligandow i molekularnych determinant
wigzania w ortosterycznej kieszeni wigzacej. Ze uwagi na fakt opublikowania dwoch prac
przegladowych autorstwa Zaid i wsp. oraz Correa & Fernandes [56, 57], ktore doktadnie
obejmuja rozlegla dziedzing modelowania homologicznego H4R do roku 2013, w pracy [H6]
skupilem si¢ w gtownej mierze na danych dostarczonych w latach 2013 — 2015. Z opisanych

prac wytanialy si¢ nastgpujace elementy strukturalne odpowiedzialne za aktywno$¢ HaR:
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a) za aktywno$cia konstytutywna receptora H4 histaminowego postuluje si¢ udzial tzw.
motywu FF - dwoch reszt fenyloalaninowych F168 1 F169 (EL2), co jest w zgodzie z
uznang zalezno$cig zmiany konformacji EL2 i aktywnosci konstytutywnej,

b) jako gléwne punkty uchwytu H4R uznaje si¢ (analogicznie jak w przypadku H3R) dwie
reszty kwasowe: D94332 i E18254%, ligandy natomiast moga uklada¢ si¢ w dwie rozne
podkieszenie wigzgce: pierwsza zlokalizowane pomiedzy W90°2%, E1634°4% 1 Y3195-1,
druga pomiedzy Y319%31, E182%46 1 L1755,

c) D9433% bierze udzial w wigzaniu zarowno nieposiadajagcego ukladu imidazolu
modelowego antagonisty JNJ-7777120 jak i malej czgsteczki histaminy, E18254¢ bierze
udzial w wigzaniu ligandow posiadajacych dwa ugrupowania zasadowe [58, 59]. Oba
aminokwasy w stanie fizjologicznym posiadaja ujemnie natadowane ugrupowania
karboksylowe i1 petnig role akceptoréw protonow.

Wykonany przeglad literaturowy do publikacji [H6] pozwolil mi na przygotowanie i

przeprowadzenie badan opisanych w publikacji [H7].
Publikacja [H7]

Dorota Lazewska; Szczepan Mogilski; Stefanie Hagenow; Kamil J. Kuder; Monika Gluch-
Lutwin; Agata Siwek; Matgorzata Wigcek; Maria Kaleta; Ulla Seibel; Armin Buschauer;
Barbara Filipek; Holger Stark; Katarzyna Kie¢-Kononowicz. Alkyl derivatives of 1,3,5-triazine
as histamine H4 receptor ligands. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2019 : Vol. 27, nr 7, s.
1254-1262;

Informacje uzyskane podczas przygotowania pracy przegladowej [H6], wraz z pozniejsza
publikacja dotyczaca przewidywania struktury trzeciorzgdowej [57], pozwolily mi na
otrzymanie modelu homologicznego H4R 1 wykorzystanie go do badan, ktére opisatem w

ramach publikacji [H7].

W pracy opisujacej projektowanie, syntez¢ i ocen¢ biologiczna nowej grupy alkilo-1,3,5-
triazyno-metylopiperazyn, skupitem si¢ na dokowaniu zaprojektowanych ligandow do modelu
homologicznego zbudowanego przez magistranta — Mateusza Koztowskiego w 2017 r. (pod
moja opieka), z uzyciem struktury krystalicznej receptora muskarynowego acetylocholiny Ma
(PDB ID: 3UON) jako szablonu. Chociaz struktura krystaliczna receptora histaminowego Hi
(PDB ID: 3RZE) zostata juz w tym czasie opublikowana, struktura 3UON zostata wybrana jako

wzorzec ze wzgledu na wigksza identyczno$¢ sekwencji 1 nieco wyzsza rozdzielczos¢
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(odpowiednio 33% i 3A oraz 26,34% i 3,1A). Wygenerowany model, charakteryzowat si¢
relatywnie wysoka wartoscig AUC > 0.6 i zadowalajacymi parametrami geometrycznymi. Jako
ligand referencyjny, zgodnie z danymi literaturowymi, w kieszeni wiazacej zadokowatem
flagowego antagoniste HsR, INJ7777120, za pomoca protokotu wymuszonego dopasowania.
Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, ze wzgledu na obecno$¢ dwodch ujemnie
naladowanych reszt w kieszeni wigzacej H4R, ligand przyjmowat dwie mozliwe konfiguracje
[60, 61]. Do dalszych badafh, wybrana zostata konfiguracja przedstawiona na Rysunek 19

(rowniez na podstawie danych literaturowych).

Rysunek 19. Schemat interakcji JNJ7777120 z resztami aminokwasowymi ortosterycznego miejsca wigzqcego modelu
homologicznego H4R.

Wszystkie pochodne triazynowe otrzymane w ramach publikacji [H7] zostaty zadokowane do
przygotowanego modelu zaréwno w formach protonowanych, jaki i nieprotonowanych pozycji
4-N-metylopiperazyny. Wszystkie dokowane zwigzki charakteryzowaly si¢ stosunkowo
wysokimi wartosciami funkcji skorujacej i wykazaly opisane literaturowo interakcje z
aminokwasami miejsca wigzacego H4R. Niezaleznie natomiast od (cyklo)alkilowego
podstawnika triazynowego w pozycji 4, ligandy ukladaty si¢ w jednej, pionowej do osi
receptora orientacji, z (cyklo)alkilowymi podstawnikami skierowanymi w kierunku
zewnatrzkomérkowym. Zaobserwowano tworzenie mostkow solnych pomiedzy protonowang
pozycja 4 azotu piperazyny a E18234° natomiast pierwszorzedowa grupa aminowa tworzyla
wigzanie wodorowe z D94332, Struktury byty dodatkowo stabilizowane przez oddzialywania n-

kationowe pomiedzy piercieniem benzenowym Y9533

a protonowanym azotem oraz
oddziatywania n-stacking pomiedzy pierScieniem triazynowym a F3447-%, Przykladowy tryb

wigzania dla zwigzku 14 przedstawiono na Rysunek 20.
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Rysunek 20. Schemat interakcji ligand-receptor dla zwigzku 14 (publikacja [H7]).

Podsumowujac, w ramach publikacji [H7] udato mi si¢ okresli¢ molekularne determinanty
wigzania dla nowych ligandéw receptoréw Hs histaminowych wraz ze wstgpng zalezno$cia

struktura-aktywno$¢.
4.5. Podsumowanie

Wspotczesne poszukiwanie lekéw to proces dlugotrwaty, opierajacy si¢ na interdyscyplinarnej
wspotpracy wykorzystujacej m.in.: metody biologiczne, chemiczne i obliczeniowe. Szczegdlny
nacisk w ostatnich latach ktadzie si¢ zwlaszcza na te ostatnie, ze wzgledu na niska, bliska zeru
inwazyjno$¢ w procesy zyciowe organizmoéw i $rodowisko naturalne oraz praktycznie
nieograniczone mozliwosci modelowania mikro- i makroczasteczek, ich mozliwych interakcji
jak 1 calych procesow. W moich badaniach naukowych opisanych w powyzszym cyklu
publikacji, w glownej mierze skupitem si¢ na modelowaniu mozliwych oddziatywan ligandow
kilku wybranych celéw biologicznych (receptory adenozynowe, histaminowe i receptor
GPR18), mogacych doprowadzi¢ do znalezienia nowych, aktywnych i bezpiecznych struktur.
W przypadku braku rozwigzanych struktur positkowalem si¢ metodami modelowania
homologicznego, pozwalajacymi na ich przewidywanie =z duzym stopniem

prawdopodobienstwa.

Publikacja [H1] pozwolita na identyfikacj¢ nowego, podwdjnego liganda receptorow Aoza
adenozynowych i MAO-B, wraz z analizg zalezno$ci struktura-aktywno$¢ podparta o badania
dokowania molekularnego. Ze wzgledu na mnogos¢ podtypow receptorow adenozynowych,

a w zwigzku z tym mozliwg nieselektywnos$¢ struktur celowanych w ta grupe biatek, w ramach
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publikacji [H2], obok generowania wiarygodnej struktury homologicznej receptora
Ajs adenozynowego (poprawna predykcja aktywnosci dla 27 z 39 ligandéw), zaproponowatem
1 opisalem metode kwantyfikacji wydajnosci metod in silico w oparciu o tzw. metryke miejska.
Metoda ,,.CBD” (ang. city block distance) moze by¢ z powodzeniem stosowana do oceny

selektywnosci biblioteki ligandow.

Dos$wiadczenie modelerskie zdobyte podczas wykonywania badan do powyzszej publikacji
wykorzystalem do otrzymania modelu homologicznego sierocego receptora GPR18. Biorac
pod uwage jego postulowane zaangazowanie w procesach immunologicznych,
neurodegeneracyjnych i nowotworowych i z drugiej strony jego aktywacje przez coraz czgsciej
stosowane endo- i1 egzogenne kanabinoidy, celowe jest poznanie jego struktury i mozliwych
oddziatywan na poziomie molekularnym. Na uwagg zastuguje fakt, ze badania przeprowadzone
przeze mnie i opisane w ramach publikacji [H3] byty pierwszymi dotyczacymi proby okreslenia
molekularnych determinant oddzialywan ligandow receptorow GPR18. Ze wzgledu na bardzo
dynamiczny rozw6j metod przewidywania struktury jak i1 dost¢gpnego oprogramowania
obliczeniowego, na w kolejnym etapie (publikacja [H4]) dokonatem poréwnania dostepnych
metod przewidywania struktury na przyktadzie GPR18. Wykorzystujac tylko darmowe i
powszechnie dostgpne oprogramowanie udalo mi si¢ nie tylko wybra¢ najbardziej
prawdopodobny (i funkcjonalny) model receptora GPR18, ale takze opisa¢ mozliwy schemat
oddziatywania antagonistéw z aminokwasami ortosterycznego miejsca wigzacego GPR18 na
podstawie reprezentatywnej grupy ligandow. Otrzymane wyniki postuza jako punkt wyjsciowy
do projektowania nowych, aktywnych ligandéw w kierunku tego wciaz nie do konca poznanego

celu biologicznego.

Whisujac si¢ w nurt taczenia w jednej czasteczce wielu wlasciwosci dzialania, zapoczatkowany
w ramach badan nad ligandami receptorow adenozynowych, w ramach publikacji [HS] udato
mi si¢ zaprojektowaé, otrzymaé fizycznie i przeprowadzi¢ modelowanie ligandéw o
podwdjnym dziataniu neuroprotekcyjnym: posrednio poprzez antagonizm receptorow Hj
histaminowych i1 bezposrednio, wykazujac dziatanie przeciwoksydacyjne. Obok Contilisantu i
ASS234, otrzymane ligandy o umiarkowanym powinowactwie do H3R s3 jednymi z niewielu
ligandéw  histaminowych H3R o opisanych wlasciwosciach antyoksydacyjnych.
Przeprowadzone badania obliczeniowe pozwolily natomiast na mozliwe wyjasnienie
wysokiego powinowactwa ligandu odniesienia — KSK63 i1 odpowiednio nizszego dla serii
badanych struktur. Pozostajac w obszarze receptorow histaminowych, w ramach kolejnych

publikacji wchodzacych w skfad niniejszego cyklu ([H6] i [H7]) dokonatem odpowiednio
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przegladu literatury dotyczacej modelowania receptorow Hs histaminowych, a nastepnie
otrzymatem funkcjonalny model, ktory wykorzystalem do poznania i opisania oddzialywan

nowo otrzymanych ligandow HsR.

Podsumowujac, wszystkie cele naukowe zaplanowane w ramach prezentowanego dzieta
habilitacyjnego zostaty osiggni¢te z wykorzystaniem najnowszych metod poszukiwania lekow.
Mam nadziej¢, ze rezultaty uzyskane w ramach przeprowadzonych przeze mnie badan
przyczynia si¢ do znalezienia nowych, bardziej skutecznych substancji leczniczych i narze¢dzi

farmakologicznych.
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w szczegolnosci zagranicznej.

5.1. Aktywno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora
W 1999 r. rozpoczatem studia na Uniwersytecie Jagiellonskim, Collegium Medicum, kierunek

Farmacja. W czasie trwania studiéow przez dwie kadencje bytem cztonkiem Wydzialowej Rady
Samorzadu Studenckiego.

Badania do pracy magisterskiej, skupiajace si¢ na syntezie chemicznej nowych ligandow
receptoréw Hs histaminowych w grupie pochodnych eterowych wykonatem w grupie
badawczej Prof. Holgera Starka, Johann Wolfgang Goethe Universitidt we Frankfurcie nad
Menem, w ramach programu SOCRATES/Erasmus. Prac¢ magisterska pt: ,,Poszukiwanie
nieimidazolowych antagonistow receptoréw H3z histaminowych” obronitem w 2005 r.
w Krakowie, tytul magistra farmacji otrzymatem w 2006 r., po odbyciu potrocznego stazu
w aptece otwartej. Wyniki badan pracy magisterskiej zaprezentowalem w postaci posteru na

Konferencji Polskiego Towarzystwa Badan nad Histaming w Lodzi w 2004 r.
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Juz w trakcie stazu zawodowego kontynuowalem na zasadzie wolontariatu w Katedrze
Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJCM badania rozpoczete w czasie
wykonywania pracy magisterskiej. Podjete badania skupiaty si¢ na otrzymywaniu pochodnych
zawierajacych w czesci zasadowej ligandow ugrupowanie piperydynowe, badz podstawione
ugrupowanie piperazynowe. W latach 2005-2008 bytem zatrudniony na stanowisku asystenta
w ww. Jednostce Badawczej, jednocze$nie od pazdziernika 2005 r. bytem uczestnikiem
studiow doktoranckich na Wydziale Farmaceutycznym UJCM. W ramach badan do rozprawy
doktorskiej zajmowatem si¢ projektowaniem i synteza ligandow o spodziewanej aktywnosci
w kierunku receptorow Hjz i Hs histaminowych. Prace syntetyczne wykonywatem zar6wno
metoda klasyczng, jak 1 z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego. Tozsamo$¢
wszystkich nowo otrzymanych polaczen potwierdzalem w oparciu o analizy spektralne
'"HNMR i 13C NMR.

W lipcu 2005 r. przeszedlem jednodniowe szkolenie w grupie prof. Dariusza Matosiuka na
Uniwersytecie Medycznym w Lublinie z zakresu chromatografii planarnej. Zdobyta wiedza
1 umiejetnosci pozwolily mi na poszerzenie zakresu swoich badan nad nowo otrzymanymi
pofaczeniami. Wykorzystujac metod¢ chromatografii planarnej na odwréconych fazach,
wykonalem oznaczenie lipofilowo$ci (wyrazong parametrem logP) dla serii otrzymanych
pofaczen. Otrzymane w ten sposob wyniki porownywatem rowniez z wynikami otrzymanymi
na drodze obliczen teoretycznych z zastosowaniem odpowiedniego oprogramowania
komputerowego.

W lipcu 2007 r. w ramach wspotpracy mi¢dzynarodowej odbylem miesigczny staz naukowy
w grupie badawczej Prof. Starka w Uniwersytecie im. J.W. Goethego we Frankfurcie nad
Menem. Podczas trwania stazu zapoznalem si¢ z metodami otrzymywania i oczyszczania
ligandow znakowanych fluorescencyjnie, co zaowocowato otrzymaniem pochodnej o zaréwno:
bardzo wysokiej aktywnos$ci w stosunku do H3R (K; = 0.11 nM) jak i bardzo dobrych
parametréw fluorescencyjnych. Parametry te, wraz z widmami wzbudzeni i absorpcji
oznaczalem pod kierunkiem dr Pawla Uznanskiego w Centrum Badan Molekularnych
1 Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi, podczas dwudniowego szkolenia
z zakresu obshugi spektrofluorymetru Horiba JobinYvon. Dodatkowo, moje zainteresowanie
ligandami fluorescencyjnymi receptorow sprzezonych z biatkiem G zaowocowato publikacja
dwoch prac przegladowych w 2008 1 2014 r. w Current Medicinal Chemistry (publikacje [P2]
i [P10]).

Poszukujac nowych kierunkow badan, ktéore moglyby wzbogaci¢ otrzymane dotychczas

wyniki, jak réwniez poszerzy¢ zdobywane umiejetnosci, zwrocitem uwage na fakt coraz
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wigkszego znaczenia 1 wykorzystania metod in silico w projektowaniu nowych struktur, jak
1 szeroko pojetej chemii medycznej. Celem poznania potencjalnych oddziatywan serii
otrzymanych ligandow z zaplanowanym celem biologicznym, przeprowadzitem ich dokowanie
do modelu homologicznego receptora H3R otrzymanego od dr Nicolasa Levoina z Bioprojet-
Biotech we Francji. Analiza wynikow dokowania pozwolita na opisanie zalezno$ci pomig¢dzy
aktywno$cig a zaobserwowanymi oddzialywaniami ligand-receptor. Umiejetnosci zdobyte
podczas tych wstepnych badan stanowity jedna z podstaw mojej dalszej pracy badawcze;.
Przewod doktorski decyzja Rady Wydzialu Farmaceutycznego zostat otwarty w 2008 r.
Rozprawe doktorska o temacie: ,,Poszukiwanie nieimidazolowych ligandéw receptorow Hs i
Ha histaminowych” obronitem w grudniu 2011 r. Czeg$¢ badan wchodzacych w sktad Rozprawy
Doktorskiej wykonywatem w ramach otrzymanego w 2009 Grantu Promotorskiego
finansowanego przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego. Dodatkowo w czerwcu
2009 otrzymalem Matopolskie Stypendium Doktorantéw, ufundowane przez Zintegrowany
Program Operacyjny Rozwoju Regionalnego. Wyniki badan zostaty opublikowane w postaci
dwoch publikacji w Bioorganic and Medicinal Chemistry ([P1, P3]) i dwoch komunikatéw
zjazdowych w Inflammatory Research ([P4, P5]). Dodatkowo otrzymane wyniki
prezentowalem w postaci 12 posterow i 7 komunikatéw ustnych na konferencjach krajowych i
migdzynarodowych [K1-K19], w tym czterech corocznych konferencjach Europejskiego
Towarzystwa Badan nad Histaming, trzykrotnie otrzymujac stypendium dojazdowe
ufundowane przez koncerny farmaceutyczne na ww. konferencje.

5.2. Aktywnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

W latach 2011 - 2014 bylem zatrudniony na stanowisku asystenta, a od Grudnia 2014 na
stanowisku adiunkta w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych.
Rozwijajac swoje zainteresowanie metodami obliczeniowymi w projektowaniu lekow, w tym
czasie dwukrotnie uczestniczylem w tygodniowych szkoleniach z zakresu bioinformatyki
1 modelowania czasteczkowego w Insbruku (2012 r.) i Wiedniu (2013 r.). Udziat w tych
szkoleniach pozwolit mi na poszerzenie wiedzy praktycznej, ktora wykorzystuje
w prowadzonych przeze mnie badaniach naukowych. Kontynuujac badania zaczete w ramach
studiow doktoranckich otrzymatem modele homologiczne receptorow Hs i H4 histaminowych,
jak rowniez przeprowadzitem dokowanie kilku serii ligandow dla tych receptoréw. Wyniki tych

badan zostaly opublikowane w ramach prac [P7, P11-P15, P18].

W lutym 2015 r. odbylem miesi¢czny staz naukowy w ramach akcji COST Glisten (CM1207),

w grupie badawczej Prof. Petera Kolba na Uniwersytecie Phillipsa w Marburgu. Przedmiotem
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stazu byto modelowanie homologiczne receptora A3z adenozynowego (wraz ze szkoleniem z
obstugi pakietu obliczeniowego OEDocking) i opracowanie nowatorskiej metody szacowania
przetozenia liczbowego wynikow otrzymanych metoda dokowania na rzeczywiste wartosci
powinowactwa ligandow do zadanych celéw biologicznych. Wyniki tych badan sa
przedmiotem publikacji [H2]. Doswiadczenie zdobyte podczas w/w stazu i konferencji
pozwolilo mi réwniez na udoskonalenie swojego warsztatu badawczego, czego efektem byto
otrzymanie modelu homologicznego receptora sierocego GPR18. Przeprowadzone badania

byly podstawa publikacji [H3].

W maju 2015 uczestniczylem w konferencji naukowo szkoleniowej z pakietu oprogramowania
MOE w Londynie. Do$wiadczenie zdobyte podczas w/w stazu 1 konferencji pozwolitlo mi na
udoskonalenie swojego warsztatu badawczego, 1 przeprowadzenie pierwszych badan symulacji
dynamiki moelkularnej (MD) dla serii ligandow receptoréw adenozynowych [H1]. Symulacje
MD wykonywatem konsekutywnie we wszystkich prowadzonych przeze mnie badaniach
obliczeniowych, jako potwierdzenia stabilno$ci przewidywanych p6z wigzania

1 ew. poznawanie zalezno$ci strukturalnych modelowanych biatek [H4].

Wraz z biegiem czasu rozszerzalem swoje zainteresowania badawcze, z receptorow
histaminowych na liczng rodzing receptoréw adenozynowych i tzw. receptorow sierocych.
Wraz z prowadzonymi badaniami, w uj¢ciu lekow wielocelowych (and. Multi-target directed
ligands), do prowadzone przez siebie badan stopniowo wiaczalem rowniez cele enzymatyczne
(np. MOA-A, MAO-B, AChE, BuCHE). Prowadzone przeze mnie badania obliczeniowe byty
czg$cig czterech realizowanych w Jednostce grantow badawczych finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki, jak rowniez w ramach dofinansowania na rzecz Dziatalnosci

Statutowej Uczelni i zostaty opublikowane w publikacjach [P25-P31].

Rownolegle z badaniami z zastosowaniem metod obliczeniowych, do roku 2018 prowadzitem
badania syntetyczne nad pochodnymi ligandéw receptoréw Hs histaminowych w grupie
pochodnych eterowych 4N-podstawionej piperazyny. Badania te realizowane byly we
wspotpracy z Katedra Farmakodynamiki UJCM, w ramach projektu ,,Analiza i ocena
skuteczno$ci dziatania anorektycznego oraz bezpieczenstwa nowych ligandow receptora H3
histaminowego”, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS
12. Rezultatem tych badan byla publikacja [HS5] i szereg publikacji nie wchodzacych w sktad
prezentowanego cyklu: [P19-P24].
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Lacznie jestem (wspdb)autorem 42 publikacji naukowych, w tym 7 wchodzacych w sktad
niniejszego osiggni¢cia naukowego i 3 publikacji w czasopismach popularno-naukowych (Po
Pierwsze Cztowiek, 2006 nr 43 144; Moda na Zdrowie 2010 nr 12). W oparciu o zdobyta wiedze
1 doswiadczenie, we wrzesniu 2022 roku przygotowatam i zlozytem rowniez do redakcji
rozdziat zatytutlowany: "Docking foundations: from rigid to flexible docking" do ksigzki
"Protein-Protein Docking: Methods and Protocols" (Springer Nature, redaktor: Agnieszka

Kaczor).

5.3.  Otrzymane stypendia i nagrody za osiggni¢cia naukowe
11.2021 - Zespolowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego za osiggni¢cia naukowe
— I1II stopnia
05.2015 - Nagroda Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum, za osiagni¢cia naukowe w roku 2014
10.2012 - Nagroda grupowa Ministra Zdrowia za cykl 7 publikacji dotyczacych badan nad
receptorami H3 histaminowymi jako atrakcyjnym celem terapeutycznym.
06.2009 - Matopolskie Stypendium Doktorantow, ufundowane przez Zintegrowany Program
Operacyjny Rozwoju Regionalnego
2007 - 2010 Granty podrézne na Konferencje Europejskiego Towarzystwa Badan nad
Histaming (EHRS Annual Meeting) — fundator: JOHNSON & JOHNSON / ROCHE

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna
Jako nauczyciel akademicki w ramach dziatalno$ci dydaktycznej prowadze od roku

akademickiego 2007/08 do chwili obecnej zajecia praktyczne, a od 2011/12 réwniez seminaria
w ramach przedmiotu Synteza i Technologia Srodkéw Leczniczych, dla 0sob sudiujacych IV
roku Wydzialu Farmaceutycznego, Collegium Medicum UJ. Wraz z rozwojem zainteresowania
metodami  obliczeniowymi w  projektowaniu lekow, od 2014 wspodtprowadzitem
(1 przygotowatem program), a od 2019 roku samodzielnie prowadze fakultet Metody
Komputerowe w Racjonalnym Projektowaniu Lekow. Osoby studiujace zainteresowane ta
tematyka wykonuja w ramach Studenckiego Kola Naukowego "Metody Komputerowe w
poszukiwaniu substancji leczniczych” od roku akademickiego 2017/18 swoje mate projekty
naukowe, ktore kilkukrotnie byly czeg$cig prac magisterskich lub doniesien zjazdowych.

Dodatkowo w roku akademickim 2019/20 prowadzilem dla os6b studiujacych IV roku
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seminarium z narzedzi bioinformatycznych w ramach przedmiotu Biotechnologia
Farmaceutyczna.
W roku akademickim 2017/18 wspotprzygotowatem fakultet dla 0sob studiujacych najpierw na
kierunku Kosmetologia: Tatuaz ozdobny z punktu widzenia kosmetologa, od cyklu 2019/20
przedmiot ten wspoiprowadzg na kierunku Farmacja pod odpowiednio zmieniong nazwa.
Wraz z otwarciem na Wydziale Farmaceutycznym UJCM podyplomowych studiéw w jezyku
angielskim: Drug Discovery and Development, zaangazowalem si¢ w przygotowanie i
prowadzenie zaj¢¢: w roku 2018/19 przygotowatem i prowadzilem cykl wyktadow i
seminariow z anatomii i fizjologii czlowieka w ramach przedmiotu Biology in pharmaceutical
sciences. Od roku 2019/20 do chwili obecnej prowadze przygotowany przeze mnie cykl zajec¢
Model Informed drug development i wspotprowadze cykl Principles in Medicinal Chemistry.
6.2. Prace magisterskie
Od 2012 roku bytem opiekunem 6 prac magisterskich, wspdtopiekunem 2 i recenzentem 6:
1. Komputerowo wspomagane poszukiwanie wielocelowych ligandow receptorow H3
histaminowych. Angelika Lukasik 2022 (opiekun)
2. Modelowanie homologiczne receptora GPRI8, llona Michalik, 2021 (opiekun)
3. Przewidywanie struktury receptora histaminowego H3 metodami obliczeniowymi,
Michatl Sobolewski, 2018 (opiekun)
4. Modelowanie homologiczne receptora H3 histaminowego, Piotr Wilkonski vel
Wilkeski, 2017 (opiekun)
5. Synteza tiokarbonylowych analogow antagonistor receptorow H4 histaminowych,
Mateusz Koztowski, 2017 (wspodtopiekun)
6. Synteza potencjalnych ligandow receptoréw H3 histaminowych, Wojciech Slusarczyk,
2016 (opiekun)
7. Poszukiwanie nowych ligandow receptorow H3 histaminowych w grupie pochodnych
t-butylo- i t-pentylofenolu, Kalina Kacprzyk, 2014 (opiekun)
8. Poszukiwanie nowych ligandow receptorow H3 histaminowych w grupie pochodnych
(cvklo)aliklofenonow, Katarzyna Szczepanska, 2014 (wspotopiekun)

6.3. Praca doktorska
Od 2016 roku pethitem funkcje opiekuna pomocniczego przewodu doktorskiego Dr Katarzyny

Szczepanskiej. Badania doktorantka wykonywata pod moja opieka od 2014 r. kiedy to petnitem
role wspolopiekuna pracy mgr. Praca doktorska ,,The search for novel histamine Hs receptor
ligands in the group of piperazine derivatives” zostata obroniona z wyr6znieniem (w jezyku

angielskim) 8.06.2020.
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6.4. Opieka nad studentami
W latach 2011-2022 bylem réwniez opiekunem programéw badawczych: trzymiesigcznych

(ERASMUS) dwoch osoéb studiujacych z Niemiec (2015 1 2019) i jednomiesiecznych (SEP)
czterech osob studiujacych (2012, 2014, 2016 1 2022). W ramach pobytoéw naukowych osoby
studiujace wykonywaly krotkie projekty z zakresu syntezy, oznaczania wlasciwosci

lipofilowych i modelowania molekularnego ligandow GPCR.

7. Pozostale informacje

7.1. Konferencje naukowe
Wyniki swoich badan naukowych przedstawialem rowniez w postaci 49 doniesien

konferencyjnych, w tym 36 jako autor gtowny, a w 13 jako wspodtautor.

7.2. Wyjazdy naukowe
1-28.02.2015 Philipps Universitit Marburg, Fb. 16 - Pharmazie, AG Kolb, Marburg, Niemcy

COST Action CM1207: GLISTEN — badania w ramach Short Term Scientific Mission:
"In Silico screening to determine the subtype selectivity of Adenosine receptor ligands."
1-31.07.2007 Department of Pharmaceutical Chemistry, Johann Wolfgang Gothe Universitit,
Frankfurt am Main, Niemcy - poszukiwanie fluorescencyjnych ligandow receptorow H3
histaminowych

03.2004 - 06.2004 Department of Pharmaceutical Chemistry, Johan Wolfgang Gothe
Universitit, Frankfurt am Main, Niemcy Socrates/Erasmus Program — wykonywanie badan

praktycznych w ramach Pracy Magisterskiej

7.3. Szkolenia
14-15.02.2022 — Szkolenie z Jgzyka R (12h); ZintegrUJ

8.09.2021 - Skuteczna komunikacja wizualna (7h); ZintegrUJ

30-31.08.2021 - Warsztaty dla kadry dydaktycznej w zakresie przeciwdziatania dyskryminacji
(14h); ZintegrUJ

12,14,16.07.2021 - Przygotowywanie interaktywnych materiatow edukacyjnych i weryfikacja
przyswajania informacji (9h); ZintegrUlJ

4.5-7.07.2021 - Tworzenie kurséw online przy uzyciu narz¢dzia Articulate Storyline 3 (21h);
ZintegrUJ

25-26.09.2019 - CORELDraw - Nowoczesne narzgdzia IT w procesie dydaktycznym (13h) ;
ZintegrUJ

13-17.09.2019 — Vienna Summer School Drug Design (rézne aspekty modelowania
molekularnego); Universitit Vien

06-07.2018 — Kurs tworzenia Sylabusow (15h); Ars Docendi

53



dr n. farm. Kamil J. Kuder Autoreferat

7-9.10. 2013 — GLISTEN WG meeting & Workshop (docking/homology modeling); COST
Action1207; Uniwersytet Warszawski

15-20.09.2013 — Vienna Summer School Drug Design (rézne aspekty modelowania
molekularnego); Universitit Vien

9-13.07.2012 — COST BMO0806 Training School on Histamine Biouinformatics; Medical

University Innsbruck

7.4. Dzialalnos¢ organizacyjna
3-5.07. 2015 - V Spotkanie Sieci Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD, Krakow (konferencja

mi¢dzynarodowa) - praca organizacyjna, przygotowanie i sktad ksigzki abstraktow

15-18.05.2019 - 48th Meeting of the European Histamine Research Society, Krakow,
(konferencja mig¢dzynarodowa) — praca organizacyjna, przygotowanie i sktad ksigzki
abstraktow, identyfikacja wizualna konferencji, przygotowanie i prowadzenie strony

internetowej

10-13.06.2019 - EFMC-ACSMEDI MedChem Frontiers 2019, Krakow (konferencja

mi¢dzynarodowa) — dziatalno$¢ organizacyjna

28-30.10.2019 - Working Group Meeting Of COST Action CA18133 “European Research
Network On Signal Transduction”, Belfast, UK, (konferencja migdzynarodowa) session

chairman

Od 2019 r. zajmuj¢ si¢ prowadzeniem strony internetowej Katedry Technologii i1

Biotechnologii Srodkéw Leczniczych oraz Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej

7.5. Udzial w projektach badawczych
Podczas swojej dotychczasowej pracy badawczej realizowatem badania naukowe w ramach 9

Programéw, w tym 8 finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki i 1 przez Ministerstwo
Edukacji i Szkolnictwa Wyzszego (z dwdch z nich: w latach 2009-2010 1 2018-2019 petnitem
role Kierownika) i 6 w ramach Dzialalnosci Statutowe;:

Projekty finansowane ze zrodet zewnetrznych i zrealizowane przed uzyskaniem stopnia doktora

nauk farmaceutycznych:

1. Kierownik projektu: Ministerstwo Nauki i Szoklnictwa wyzszego, grant badawczy
promotorski, N N405 266837, ,,Badania nad wplywem odlegtosci i struktury podstawowych
elementow budowy (uktadu heterocyklicznego i obszaru aromatycznego) ligandow receptorow
H3 histaminowych na ich witasciwosci fizykochemiczne i aktywnos¢ biologiczng” 20.10.2009 —

09.09.2010.
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Projekty finansowane ze zrédel zewnetrznych i1 zrealizowane po uzyskaniu stopnia doktora

nauk farmaceutycznych:

I. Kierownik  projektu:  Narodowe  Centrum  Nauki, MINIATURA 2,
2018/02/X/NZ7/00584, ,,Nowe terapie choroby Parkinsona - pochodne ksantyn o
dwukierunkowym dziataniu”, 15.09.2018- 14.09.2019.

2. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, MAESTRO 1, 2011/02/A/NZ4/00031,

»Receptory H3/H4 histaminowe jako atrakcyjny cel poszukiwan substancji biologicznie
aktywnych”, 18.05.2012 — 18.12.2017.

3. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, Projekt Badawczy Ogdélny, UMO-2013/11
/B/NZ7/04865, ,,Receptor sierocy GRRI1S. Poszukiwanie niezbednych narzedzi do badan nad
GRP18 jako potencjalnym celem terapeutycznym”, 27.08.2014- 26.08.2018.

4, Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, OPUS 12, 2016/23/B/NZ7/01063, ,,Analiza i
ocena skutecznosci dziatania anorektycznego oraz bezpieczenstwa nowych ligandow receptora
H3 histaminowego”, 14.07.2017-13.07.2021.

5. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, OPUS12, 2016/23/B/NZ7/02327, ,,Nowa
perspektywa w  terapii choroby Alzheimera - wielofunkcyjne ligandy receptora Hj3
histaminowego”, 25.07.2017-24.01.2022.

6. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, PRELUDIUM 12, 2016/23/N/NZ7/00469,
»Pochodne piperazyny jako aktywne ligandy receptorow Hjs histaminowych - modelowanie
molekularne, synteza, ewaluacja farmakologiczna”, 01.09.2017-28.02.2021.

7. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, PRELUDIUM 12, 016/23/N/NZ7/00475,
,INowe wielofunkcyjne ligandy - antagonisci receptorow Ai/Az4 adenozynowych i inhibitory
monoaminooksydazy B, w poszukiwaniu innowacyjnych rozwiqzan terapeutycznych w

chorobach neurodegeneracyjnych”, 02.10.2017 — 01.04.2020

Projekty finansowane ze zrodel zewnetrznych w toku realizacji:

1. Wykonawca: Narodowe Centrum Nauki, OPUS 22, 2021/43/B/NZ7/01938, ,,Badania nad

aktywnoscig przeciwzapalng ligandow GPRIS oraz ich udziatem w modulacji fenotypow
mikrogleju — nowego celu terapii stanow zapalnych osrodkowego uktadu nerwowego”,

18.07.2022 — 17.07.2025

Projekty finansowane ze zrodet wewnetrznych i zrealizowane po uzyskaniu stopnia doktora

nauk farmaceutycznych:
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I. Kierownik: Zadanie badawcze (Dziatalno$¢ Statutowa) ,, Poszukiwanie nowych,
podwojnie dziatajacych ligandow: w stosunku do receptorow H3 histaminowych i inhibicji
acetylocholinoesterazy, o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera.”,
01.01.2013- 31.12.2014.

2. Kierownik: Zadanie badawcze (Dotacja celowa dla mlodych naukowcéw) ,,Pochodne
takryny jako ligandy receptoréw H3 histaminowych i acetylocholinoesterazy o potencjalnej
aktywnos$ci w chorobie Alzheimera.”, 01.01.2014- 31.12.2014.

3. Kierownik: Zadanie badawcze (Dotacja celowa dla mlodych naukowcow)
wPoszukiwanie ligandow receptorow H3 histaminowych w grupie pochodnych podstawionej N-
acylopiperazyny.”, 01.01.2015- 31.12.2016.

4. Kierownik: Zadanie badawcze (Dzialalno$¢ Statutowa) ,,Modelowanie molekularne
pochodnych ksantynowych o wielokierunkowym dziataniu.”, 01.01.2018- 31.12.2018.

5. Kierownik: Zadanie badawcze (Dzialalno$¢ badawcza, subwencja) ,,Modelowanie
molekularne pochodnych ksantynowych o wielokierunkowym dziataniu.”, 01.01.2019-
31.12.2020.

6. Kierownik: Zadanie badawcze (Dzialalno$¢ badawcza, subwencja) ,,Komputerowo
wspomagane poszukiwanie celow biologicznych dla wirtualnej biblioteki ligandow”, 8.06.2022

- obecnie

7.6. Recenzje prac naukowych

Od stycznia 2020 wystgpowalem w roli recenzenta 8-mio krotnie dla 8 prac oryginalnych (7
publikacji i 1 komunikat) ztozonych do publikacji w czasopismach: Bioanalysis (03.2020),
Neurotoxicity (05.2020), ChemMedChem (07.2020), RSC Medicinal Chemistry (11.2020),
Molecules (06.2022), Biomedicines (07.2022), ACS Journal of Agricultural Food and
Chemistry (07.2022), Computational and Structural Biotechnology Journal (09.2022).

7.7. Recenzje projektow i grantow

W grudniu 2020 i styczniu 2021 wystgpowatem w roli recenzenta 5 projektow ztozonych w

ramach konkursu: ,,Polski Produkt Przysztosci” dla Polskiej Agencji Rozwoju Przemystu

(PARP). ,
e = <A .

(podpis wnioskodawcy)
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