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»Komputerowe metody okreslania struktur wybranych receptorow GPCR i
modelowanie ich potencjalnych ligandow”

w postgpowaniu w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Wprowadzenie

Przedstawiony mi do recenzji zesp6t publikacji, przewidziany jako osiagnigcie
naukowe prezentowane w postgpowaniu w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego,
stanowi grupe¢ siedmiu artykutow w recenzowanych, mig¢dzynarodowych czasopismach
naukowych o ugruntowanej w Europie 1 na §wiecie renomie.

Kandydat do stopnia doktora habilitowanego jest pierwszym autorem w czterech z
tych publikacji (H1, H2, H3, H5), podczas gdy w pozostatych trzech (H4, H6, H7) jest
jednym z Kolejnych autorow. Oznaczenia publikacji Recenzent identyfikuje w kolejnych
cze$ciach swojej opinii.

Kandydat deklaruje jako cel swojej pracy badawczej, ktorej zwienczeniem na tym
etapie ma by¢ stopien doktora habilitowanego, okre§lenie oddziatywan molekularnych
zrdéznicowanych ligandow przeznaczonych dla réznych celow biologicznych — jak nalezy sig¢
domysla¢ chodzi o oddzialywania tych ligandow 2z potencjalnym receptorem
farmakologicznym 1/lub oddziatywan wzajemnych, co zreszta wynika z lektury
poszczeg6lnych publikacji. Ponadto Kandydat pragnie ustali¢ wptyw elementéw struktury
tych ligandéw na ich potencjalng aktywnos$¢ biologiczng. Cel pracy przedstawiono w sposob
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spojny i zostal on uzupeliony o cel dodatkowy, polegajacy na probie stworzenia algorytm
postepowania, ktéry umozliwialby ustalenie selektywnosci niektorych ligandow
(adenozynowych) wobec szeregu réznych celéw biologicznych. Cel cyklu prac badawczych
zostal w mojej opinii prawidlowo zasygnalizowany.

Kandydat przebadat szereg ligandow o potencjalnym oddziatywaniu na receptory
sprzezone z bialkiem G (GPCRs). Wyraznie wida¢ w przedstawianym cyklu prac
sprecyzowany przedmiotowo 1 metodologiczne obszar badawczy potwierdzajacy
samodzielno$¢ mys$lenia naukowego Kandydata, i jego zdolnos¢ do samodzielnego wyboru i
samodzielnej realizacji prac badawczych. Cykl prac z jednej strony skupia si¢ na waznym
obszarze nauki i przekonuje o wysokiej specjalizacji Kandydata w specyficznym i bardzo
waznym obszarze nauk farmaceutycznych. Patrzac z nieco innej perspektywy, zespot prac
potwierdza szeroki horyzont Kandydata, ktory podejmuje tematy zwigzane z rdéznymi
waznymi biatkami receptorowymi, a co za tym idzie i celami terapeutycznymi.

Osiagniecie naukowe

W pracy H1 (Kuder, Kamil J., et al. "Novel, dual target-directed annelated
xanthine derivatives acting on adenosine receptors and monoamine oxidase B."
ChemMedChem 15.9 (2020): 772-786) Kandydat, pracujac w wigkszym zespole
badawczym, zaproponowat rozwdj] pochodnych pirymidyny oraz diazepiny, jako
potencjalnych substancji leczniczych oddzialujacych z antagonistycznie na receptory Aoa i
jednocze$nie posiadajacych aktywno$¢ hamujaca monoaminooksydaze B. Pochodne,
otrzymane poprzez annelowanie pierScienia pirymidyny lub diazepiny, Kandydat we
wspotpracy z Uniwersytetem w Bonn, poddal testom powinowactwa do receptorow
adenozynowych oraz testom hamowania monoaminooksydazy B i niektorych
monoaminooksydaz A. Kandydat ostatecznie uzyskal szereg informacji dotyczacych wptywu
struktury wymienionych pochodnych na ich zdolno$¢ do oddzialywania z ww. receptorami.
Okazato si¢, ze niektore zsyntetyzowane de novo molekuty oddziatywaty wyraznie ze
strukturg receptora Aza, aczkolwiek modyfikacja strukturalna intensyfikujgca hamowanie
monoaminooksydazy B, wptywata na zmniejszenie powinowactwa molekuly do receptora
Aoa. Dodatkowymi efektami prac prowadzonych przez Kandydata bylo wyodrebnienie
zwigzkéw obnizajacych aktywno$¢ enzymoéw cytochromu P-450, oraz molekut silnie
wigzanych przez bialko efluksowe P, obnizajace strumien przezbtonowy substancji
leczniczych 1 ksenobiotykow.

Tutaj glownym osiagnieciem Kandydata na polu in silico byto: (1) potwierdzenie
braku oddziatywania badanych ligandow Aia z receptorami poprzez brak dokowania, przy
czym Kandydat podjat probe interpretacji zawad sterycznych dyktujacych ten brak
oddzialtywania, (2) potwierdzenie odzialywania badanych ligandéw z receptorem Aza, z proba
wyjasnienia tego zjawiska za pomoca oddzialywan wodorowych w N253 wg. Ballesteros-
Weinsteina, (3) potwierdzenie braku mozliwosci strukturalnych oddzialywania badanych
struktur z monoaminooksydaza A, (4) ocena szczegotéw oddziatywania wybranych ligandow
ze strukturg monoaminooksydazy B. Skutkiem ww. pracy bylo wyodrgbnienie liganda o
podwajnej aktywnosci, zarowno wobec receptorow Aza, jak i wobec monoaminooksydazy B,
oraz oszacowanie mechanizmu jego potencjalnych oddziatywan z tymi receptorami na
poziomie molekularnym.

W pracy badawczej H2 (Kuder, Kamil J., et al. A Taxicab geometry
guantification system to evaluate the performance of in silico methods: a case study on
adenosine receptors ligands.” Journal of Computer-Aided Molecular Design 34.6
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(2020): 697-707), prowadzonej w Uniwersytecie Phillipsa w Marburgu, Kandydat podjat si¢
trudnego, ale i atrakcyjnego zadania samodzielnego opracowania in silico homologicznego
receptora Asa na podstawie struktury receptora Aza, a nastgpnie sprawdzenia oddziatywania
in silico szeregu ligandow z czterema podtypami receptora Aia, Oraz receptorami Aza, oraz
Asza. Kandydat porownat wyniki oddziatywania ligandow z receptorami w warunkach
eksperymentu naturalnego z wynikami eksperymentu in silico, wykorzystujac obliczenia rang
oparte o geometryczng interpretacje odlegtosci rektylinearnej Minkowskiego.

Zaproponowany przez Kandydata model badawczy pozwolit skutecznie na
przewidywanie aktywnos$ci ligandow metoda obliczeniowa w wielu przypadkach. Nalezy
zauwazy¢, ze 27 wilasciwie zidentyfikowanych ligandow na 39 wszystkich stanowi blisko
70% trafien w przyjetych warunkach eksperymentu obliczeniowego.

Prac¢ badawczg H3 (Kuder, Kamil J., et al. ""Molecular modeling of an
orphan GPR18 receptor." Letters in Drug Design & Discovery 16.10 (2019): 1167-1174)
Kandydat ukierunkowal na samodzielne 1 szeroko zakrojone teoretycznie badania
oddziatywania nielicznych lepiej poznanych ligandéw z badanym obecnie szczegdlowo
receptorem anandamidu (GPR18). Kandydat trafnie wybrat obiekt swoich badan, bowiem
wpisal si¢ w nurt rozwazan nad do niedawna stabo poznanym receptorem, wigzanym z
waznymi czynnosciami uktadu odporno$ciowego i nerwowego. Nie bez znaczenia jest fakt, ze
receptor ten moze by¢ aktywowany przez zwiazki z grupy kannabinoidow, a wigc glos
Kandydata wpisat si¢ w wazng dyskusj¢ wspolczesnej medycyny o aktywnosci i
konsekwencjach terapii opartej o te zwiazki.

Kandydat odwaznie przystapit do nielatwego zadania projektowania receptora,
uwzgledniajac dostepng literature nt. struktury GPR18 oraz konformacje dostgpnych
ligandow, wykorzystujac przy tym najnowsze osiggnigcia tamtego okresu przedstawione
przez innych autoréw w postaci pracy doktorskiej Uniwersytetu Péinocnej Karoliny (USA).
Ostatecznie Kandydatowi udalo si¢ ustali¢, w przebiegu badan nad strukturami ligandéw
podstawionych w pozycjach para- i meta- pierscienia aromatycznego, ze brak interakcji w
jednym z punktéw kotwiczacych (R191%4?) jest istotny dla wigzania antagonisty receptora
GPR18, co jest waznym osiggnieciem w skali badan ogdlnoswiatowych.

W pracy badawczej H4 (Michalik, llona, et al. ""Structure Prediction,
Evaluation, and Validation of GPR18 Lipid Receptor Using Free Programs."
International Journal of Molecular Sciences 23.14 (2022): 7917) Kandydat powrdcit do
waznego watku swoich badan — receptora GPR18, uzbrojony jednak w szereg nowszych
narzg¢dzi obliczeniowych, oraz w wiedze, narastajaca systematycznie wraz z komputerowym 1
eksperymentalnym opracowywaniem nowych ligandow. Kandydat trafnie 1 rzeczowo
zidentyfikowal najwazniejsze cechy struktury receptora GPR18, odrdzniajac cechy
charakterystyczne dla réznych modeli obliczeniowych. Kandydat przedstawit szereg
eksperymentéw, w ktorych, wraz z zespoltem, szczegélowo probowatl oceni¢ wptyw licznych
czynnikow strukturalnych na wlasciwosci wymodelowanego biatka receptorowego. Kandydat
stosowat trzy gtowne sposoby modelowania, tj. klasyczny, przewlekania oraz ab initio, przy
czym w kazdym z nich wykorzystat kilka algorytméw obliczeniowych. Byty to: (1) PyMod
2.0 (Structural Bioinformatic Group at Sapienza University of Rome, Roma, Italy)
MODELLER 9.15 (University of California, San Francisco, CA, USA) w modelowaniu
klasycznym, (2) IT_1-IT_5 (standalone I-TASSER v.5.1), IT_6-1T_10 (I-TASSER
webserver, CIT_1-CIT_5 (C-I-TASSER webserver) w modelowaniu przewlekaniem, (3)
trRosetta, RoseTTAFold i AlphaFold2 (DeepMind) w modelowaniu ab initio. Wyniki badan
»in silico” ww. metodami Kandydat korelowat z wynikami z PrankWeb pozostajacego w
gestii Uniwersytetu Karola w Pradze (Czechy). Kandydat ponadto skupit si¢ na dynamice
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molekularnej, co pozwolito mu uchwycié¢ zréznicowanie waznego parametru ulegajacego w
biatkach istotnym zmianom wraz z uptywem czasu tj. sredniokwadratowe odchylenie pozycji
atomoéw (RMSD, root-mean-square deviation of atomic positions).

Mysle, ze ten kierunek badan, uwzgledniajacy rozwazania nad RMSD, powinien
byé przez Kandydata dalej rozwijany, bowiem jest czesciowo tylko odkrytym Swictym
Graalem bioinformatyki, ktory w swoim czasie spetni wazne zadanie w rozwoju ludzkosci,
podobnie jak rownanie Smoluchowskiego-Einsteina, zreszta podobne w swojej wymowie
przyrodniczej. W tym kontekscie nalezy wzig¢ pod uwage znaczenie RMSD w biatkach jako
wskaznika ewolucyjnego podobiefistwa miedzy biatkami. Niestety recenzent z ubolewaniem
stwierdza, ze omawiany artykul nie jest obecnie klasyfikowany jako materiat cytowany w
dostepnej bibliografii ogolnoswiatowej, mimo ze zostal opublikowany w lipcu 2022 roku.

Zainteresowania naukowe Kandydata, dotyczace modelowania struktur
potencjalnych zwiazkéw o dziataniu leczniczym wykraczaja poza agonistow lub antagonistow
receptorow adenozynowych 1 anandamidu. W trzech kolejnych pracach Kandydat
zainteresowat si¢ receptorami histaminowymi Hz i Ha.

Pierwsza z tych prac tj. H5 (Kuder, Kamil J., et al. ""Discovery of Potential,
Dual-Active Histamine H3 Receptor Ligands with Combined Antioxidant Properties."
Molecules 26.8 (2021): 2300) dotyczy opisu 4-pirydylopiperazyny jako nowego
bioizosterycznego zamiennika piperydyny. W szeregu pomystowych badan Kandydat
zastosowal pochodne zsyntetyzowanej przez siebie struktury o akronimie KSK63 w réznych
formach — uprotonowanej i nieuprotonowanej, w celu przeprowadzenia odpowiednich
modelowych procesow dokowania in silico. Autor szczegétlowo omawil potencjalne
oddziatywania, dostrzegajac  zréznicowanie  sposobdéw  dokowania  konformerow
protonowanych, co moze rzuca¢ §wiatto na szereg obserwacji farmakodynamicznych, ale i
farmakokinetycznych. Kandydat, nauczony do$wiadczeniem publikacji H2 uporzadkowat
wyniki swoich badan wykorzystujac ciekawag formute prezentacji molekularnych odciskow
palca oddzialywan badanych molekut. Ostatecznie Kandydat zaproponowat ligandy o
umiarkowanym powinowactwie do receptora Hs, oraz o interesujacych wiasciwosciach
przeciwutleniajacych i stabilnosci okreslonej w badaniach dynamiki molekularne;j.

Dwie kolejne publikacje H6 (Lazewska, Dorota, Kamil Kuder, and Katarzyna
Kononowicz. ""Monocyclic and fused azines and azoles as histamine H4 receptor
ligands.” Current Medicinal Chemistry 23.18 (2016): 1870-1925) i H7 (Lazewska,
Dorota, et al. ""Alkyl derivatives of 1, 3, 5-triazine as histamine H4 receptor ligands."
Bioorganic & Medicinal Chemistry 27.7 (2019): 1254-1262) dotycza wytworzenia in silico
receptora H4, a nastgpnie dokowania do niego pochodnych triazynowych. Kandydatowi, wraz
z zespotem badawczym, udato si¢ opisa¢ wybrane oddziatywania tych pochodnych z biatkiem
receptorowym w warunkach obliczeniowych.

Sylwetka Kandydata

Zgodnie z dostarczona dokumentacja Kandydat jest wieloletnim pracownikiem
badawczo-dydaktycznym Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych. W przebiegu
swojej kariery naukowej Kandydat dokumentuje udzial jako wykonawca w licznych
projektach badawczych finansowanych ze §rodkéw Narodowego Centrum Nauki, oraz pobyty
naukowe w uczelniach zagranicznych, w tym we Frankfurcie na Menem oraz w Marburgu, a
takze wspotprace z uczelnia w Bonn. Ponadto Kandydat brat udzial w programach
miedzynarodowych COST: GLISTEN 1 ERNEST.
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Sumaryczny IF prac Kandydata wynosi 123,002, liczba cytowan bez autocytowan
380, wspotczynnik Hirscha 18, a suma punktoéw MNiSW 1772.

Podsumowanie

Podsumowujac, Kandydat posiada w dorobku osiggni¢cia naukowe stanowigce
znaczny wklad w rozwoj nauk farmaceutycznych, w tym cykl powigzanych tematycznie
artykutow naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych, oraz wykazat si¢ istotng
aktywno$cig naukowg realizowang w wigcej niz jednej uczelni, w tym zagranicznej. W moje;j
opinii Kandydat spetnia warunki artykutu 219 obowigzujacej Ustawy ,,Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce” z dnia 20 lipca 2018 r. i tym samym wnioskuje o dopuszczenie go do
dalszych etapow postgpowania zwigzanego z nadaniem stopnia doktora habilitowanego.

Prof, dr hab. Witold Musial

Ao, 1)
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