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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Rzesikowskiej pt. “Conformational and
methodological aspects of selected GPCRS’ molecular docking studies for improvement

of computer-aided drug design”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr‘Katarzyny Rzesikowskiej,
przygotowana pod kierunkiem Prof. dr hab. Krzysztofa Lewiﬁ‘skiego oraz dr Justyny
Kalinowskiej-Ttuscik na Woydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie
poswiecona jest badaniom obliczeniowym nad wspomaganym  komputerowo
projektowaniem lekdw, ktérych punktem uchwytu sg receptory sprzezone z biatkami G {ang.
GPCR). GPCR stanowia bardzo rozlegty i waing rodzing receptoréw metabotropowych
aktywujgcych wewnatrzkomdrkowe biatko G w odpowiedzi na wigzanie neuroprzekaznika
docierajacego do zewnetrznej powierzchni komdérki oraz zaangazowanych w bardzo szerokie
spektrum proceséw fizjologicznych. Wspomagane komputerowo projektowanie lekéw {ang.
CADD) jest bardzo istotnym elementem wspdiczesnego podejscia stosowanego w
poszukiwaniu nowych farmaceutykéw, gdy? jego wiasciwe zastosowanie pozwala migdzy
innymi na wytypowanie potencjalnych ligandéw danego biatka i tym samym znaczacy
redukcje liczby zwigzkéw do przebadania metodami doéwiadczalnymi. Dlatego tez

potaczenie obu watkéw uwazam za bardzo trafne i wpisujgce sig w nowoczesny nurt badan.

Praca doktorska mgr Katarzyny Rzesikowskiej zredagowana zostata w jezyku
angielskim, na 124 stronach maszynopisu, wed’mg klasycznego uktadu formalnego
obejmujacego dwie zasadnicze czesci pracy tj. czeicia literaturowo-teoretyczng (rozdziaty 1 i
2, tacznie 32 strony} oraz czesé opisujacyg badania wlasne (rozdzialy 3-6, fgcznie 68 stron),

uzupetnione o streszczenia w jezyku angielskim i polskim, cele pracy, wnioski oraz spis
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cytowanej literatury. W-rozdziale 1 {,Introduction”} Autorka zwigzle przedstawia metody i
narzedzia CADD, omawia ich zastosowania i sukcesy oraz prezentuje kluczowe informacje na
temat GPCR, w tym ich klasyfikacje, strukture, mechanizm aktywacji oraz aktualne wyzwania
w poszukiwaniu lekéw wigzacych sie do receptoréw z tej rodziny biatek. Rozdziat drugi
dostarcza opisu stosowanych przez Autorke metod, prqgraméw__ i algorytmodw
obliczeniowych: dopasowania sekwencji biatek, konstrukcji drzewa filogenetycznego,
modelowania homologicznego, dokowania molekularnego oraz metryk zastosowanych do
oceny jego rezultatéw, analizy topologicznej gestosci elektronowej {ang. quantum theory of
atoms in molecules — QTAIM) oraz 'metody identyfikacji oddziatywan niewigzgcych {ang. non-

covalent interaction analysis — NCI}.

Strong merytoryéznq czeéci literaturowej oceniam bardzo pozytywnie, aczkolwiek
Autorka nie ustrzegta sie pewnych niedociggnieé i drobnych bteddéw pisarskich, ktdrych
srednia koncentracja nie. przekracza jednego bledu na strone, a wiec nie jest zauwazalnym
obcigzeniem dla studiujgcego zawartosé pracy. By¢ moze warte przedyskutowania w czasie
obrony s3 jedynie dwa stwierdzenia z tej czesci rozprawy. Pierwsze pada na stronie 24 w
opisie metody Monte Carlo: ,If the new pose is more energetically favourable, it will be used
to produce the following conformations.” i wydaje sig sugerowad, ze tylko geometrie o
energii nizszej niz startowa sg akceptowane w metodzie Monte Carlo. Drugie pojawia sie na
stronie 25 w opisie funkcji oceniajacej i sugeruje ze doktadne obliczenia powinowactwa do '
receptora mogiyby byé zrealizowane: ,,... the available scoring functions‘approximate the
energy rather than exact calculate the binding affinity.” Dyskusja roznych wkiadéw do
entalpii swobodnej tworzenia kompleksu receptor-ligand oraz moiliwych do zastosowania

przyblizonych metod ich obliczania bytaby tutaj bardzo wskazana.

Ogdélnym celem pracy, przedstawionym w podrozdziale 1.3, jest poprawa
wiarygodnosci wynikéw dokowania molekularnego do zastosowania w CADD. Do osiagnigcia
tego ogdlnego celu Autorka planowata dojs¢ poprzez realizacje czterech celdéw
szczeg6towych, ktére zwigzane byly z badaniami nad wybranymi receptorami GPCR ‘i

majgcymi umezliwic udzielenie odpowiedzi na nastepujgce pytania:
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1. Czy sposéb konstrukeji modelu homologicznego, w tym wybdr struktury wzorcowej,

ma wplyw na jakos¢ otrzymywanego modelu receptora GPCR?

2. Czy da sie zidentyfikowaé specyficzne oddziatywania miedzy ligandami a
receptorami, ktére wyrdiniajq ligandy aktywujace receptor 5-HT7 i nie wigzgce sig

do 5- HTlA?

3. Jaki zestaw parametréw obliczeniowych i sposdb generacji geometrii startowej
ligandéw jest optymalny pod wzgledem predykcji geometrii kompleksu receptor-

ligand?

4. Jaki jest wyplyw wyboru funkcji oceniajacej {ang. scoring function) na jakosc

wynikéw dokowania?

Kazdemu z tych pytan szczegétowych pbéWiecony jest oddzielny rozdzial rozprawy,

odpowiednio rozdziaty 3 do 6.

Rozdziat 3 opisuje studium nad zaleznoscia miedzy wartoscig predykcyjng modelu
homologicznego, ktéra oceniana jest na podstawie wynikéw dokowania duiej grupy
zwigzkéw do otrzymanego modelu, a strategia konstrukeji modelu (-jedno lub dwuetapowa} i
podobienstwem sekwencji do zastosowanej struktury wzorcowej. Do konstrukcji modeli

receptoréw 5-HT1a i 5-HT7 wykorzystano struktury receptordw 5-HT1e, 5-HTzg, B1, B2, oraz Da.

.W mojej ocenie bardzo interesujacymi obserwacjami poczynionymi przez Autorke w tej

czesci rozprawy s3: 1) iz procedura jednoetapowa zadziatata nieco lepiej dla pierwszego z
badanych receptordw, a dwuetapowa dla drugiego; 2} zaobserwowana Korelacja miedzy
wynikami uzyskiwanymi dla modeli petnych i cze$ciowych {w procedurze 2-etapowej)
sugeruje, ze struktura obszaru transmembranowego ma kluczowe znaczenie dla wartodci
predykcyjnej modelu, oraz 3) brak wyraZnej zaleznosci miedzy podobieristwem sekwencji
modelowany receptor — struktura wzorcowa a wartoscia predykeyjng otrzymywanego
modelu. Dodatkowo, bardzo intrygujacg i jednoczes’nie sprzeczng z-intuicja jest obserwacja,

e grupujac wyniki dla procedury dwuetapowej pod wzgledem uzytej struktury wzorcowej
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dla petli EL2 modele o najwyzszej zdolnosci predykeji to te skonstruowane w oparciu o

struktury o najnizszym podobieristwie dia tego regionu biatka. Czy Autorka mogtaby sie

pokusi¢ przynajmniej o spekulacyjne wyttumaczenie tej niespodziewanej zaleznosci ?

W rozdziale 4 Auforka opisata swoje proby konstrukcji modeli, ktore bytyby w stanie
ldentyflkowac ligandy selektywne wzglqdem receptorow 5-HT1a i 5-HT7. Poniewaz wyniki
dokowania dla grupy 24 Ilgandow (zb:or tremngowy) wykazaiv caikowcty brak kore!'é'cpi'
miedzy doswiadczalnie wyznaczong stata wigzania a otrzymang wartoscia funkcji oceniajgcej,
Autorka podjeta sie zbudowani_a modelu farmakoforowego dla receptora 5-HT7 opierajacego
sie 0 rozktad potencjatu elektrostatycznego wokét czasteczki liganda, konkretniej na 12
sferach o promieniu 1.5 A centrowanych '-r'ia‘ pozycjach atoméw wegla tworzgcych rdzen
selektywnych liganddw, oraz analize oddzialywan niewigzacych miedzy ligandem a
kluczowymi resztami aminokwasowymi wyscielajacymi kieszeri wigzacg. Niewatpliwym
sukcesem tego modeful jest znaczacy odsetek poprawnie zidentyfikowanych ligandéw
selektywnych wzgledem receptora 5-HT7 sposrdd sporych zbioréw zwigzkdw wykorzystanych
do weryfikacji tego modelu (Tabela 4.3 str 70). Rodzi si¢ tutaj jednak pytanie na ile
uniwersalny moze by¢ ‘zaproponowany model. Czy moina sie spodziewal, ze zadziata
rowniez dla selektywnych ligandow receptora 5-HT7, ktére beda sie rdini¢ schematem
budowy od selektywnych ligandéw wchodzacych w sklad zestawu treningowego ¥ Nieco
Swiatta na ten proble‘m mogtaby rzuci¢ prezentacja struktur selektywnych ligandéw
wchodzacyeh w  sktad  wszystkich  czterech zestawodw wykorzystanyéh w badaniach
(treningowy, testowy, lA-aktywne, 7-aktywne) oraz specyfikacja, ktdre z nich zostaly

wybrane przez model do wynikowego zestawu zwigzkow.

Rozdziat 5 opisuje wyniki obszernie zakrojonych i systematycznych testéw, w ktérych
Autorka sprawdzata, na ile dobdr parametréw dokowania oraz sposéb przygotowania
startowej geometrii liganda wptywaja na doktadno$¢ otrzymywanej struktury kompleksu
receptor-ligand. Jako obiekty badan postuivly trzy receptory z rodziny GPCR: Aza, B1 i Bz,
przetestowano 32 réinych wariantéw doboru parametréw prowadzenia obliczen oraz 7

metod generowania geometrii startowych liganddw. Jako bardzo ciekawa uwaiam
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obserwacije, iz optymalizacja czasteczek ligandéw z uwzglednieniem modelu rozpuszczalnika
jest metody dajgcy najstabsze wyniki dokowania, zwtaszcza w zakresie RMSD 0.7 — 1.5 A

{Rys. 5.5 str 85).

W rozdziale 6 opisane sa wyniki badar przeprowadzonych przez Autorke celem
sprawdzenia, czy wykorzystanie‘ funkcji oceniajacej sparametryzowanej dla konkretnego
biatka, podrodziny lub rodziny biatek wpiywa na poziom poprawnej identyfikacji aktywnych
ligandéw, w przebiegu dokowania molekularnego. Doktorantka przebadata 24 biatka
nalezgce do 13 podrodzin klasy A GPCR, a uzyskane wyniki numeryczne niezbicie pokazuja,
?e zastosowanie funkcji oceniajacej dedykowénej danemu receptorowi bardzo znaczgco
poprawia poziom identyfikacji aktywnych ligandéw (Tabela 6.2 str 94). Na uwage zastuguje
réwniez fakt, iz doktorantka sama napisata program wykorzystujgcy algorytm genetyczny do

optymalizacji postaci {wag) funkcji oceniajacej programu Auto Dock4.2.

Podobnie jak dla czeici literaturowej, strone merytoryczng i redakcyjng tej czgsci
rozprawy oceniam bardzo pozytywnie. Z obowigzku recenzenta wymieniam tu jedyne dwa
wicksze zauwazone niedociagniecia. Na poczatku strony 39 pojawia sie niepetne zdanie,
ktérego znaczenie nie jest jasne. Na stronie 91 Autorka przytacza wzor taczacy statg wigzania

z wartoscia entalpii swobodnej dla tego procesu, jednakze w tekscie uzywa pojecia energii.

Przedstawione powyiej uwagi Krytyczne majy jedynie charakter dyskusyjny i nie
wplywaja na ogolng pozytywng ocene merytoryczng pracy doktorskiej Pani Katarzyny
Rzesikowskiej. lloéé¢ cennych informacji teoretycznych i rzetelnie opisanych wynikéw
wlasnych potwierdza, e Autorka doglebnie przestudiowata literature i trafnie dobiera
materiat i metody do badan. W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze Pani Katarzyna
Rzesikowska otrzymata wartosciowe wyniki, wykazata sie duzymi umiejgtnosciami w
projektowaniu i wykonaniu badan oraz dobrze przeprowadzita interpretacjg uzyskanych

wynikow,

Za szczegdlnie interesujace osiqgniecié tej rozprawy uwazam:
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1. nowatorskie potaczenie obliczert potencjatu elektrostatycznego i analizy oddzialywarn
niewiazacych (NCI) w konstrukcji heurystycznego protokotu do identyfikacji

selektywnych ligandéw receptora 5-HT7,

2. wykazanie, Ze spoérdd testowanych parametréw wybdr funkcji oceniajacej ma

najwigksze znaczenie dla jakosci wynikéw dokowania,

3. wykazanie, ze zmiana wag w definicji funkcji oceniajgcej jest bardzo skuteczng

metodg zwigkszenia jej doktadnosci wzgledem wybranego receptora.

W zwigzku powyiszym stwierdzam, Ze recenzowana praca spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, okre$lone ustawa o stopniach i tytule naukowym i wnioskujg o

dopuszczenie Pani Katarzyny Rzgsikowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

(//(AW E)/‘

Prof. dr hab. Tomasz Borbjwski
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