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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”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Lewinskiego
oraz dr Justyny Kalinowskiej-Ttuscik na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Jednym z celdw zréwnowazonego rozwoju wspoétczesnego swiata jest zapewnienie wszystkim
ludziom dobrego zdrowia. Niewatpliwie, opracowywanie co raz to bardziej skuteczniejszych metod
poszukiwania nowych lekéw jest jednym z wazniejszych sposobdw realizacji tego celu. Przedstawiona
praca doktorska dotyczy metod projektowania nowych lekéw wspieranych komputerowo (ang.:
computed-aided drug design, CADD) stosowanych w procesie poszukiwania czgsteczek chemicznych
oddziatujacych w pozadany sposdb z biatkami receptorowymi z rodziny GPCR. Biatka GPCR nalezg do
bardzo obszernej i réznorodnej rodziny biatek transbtonowych i s3 zaangazowane w regulowanie wielu
fizjologicznie waznych proceséw, takich jak np.: widzenie, odczuwanie smakéw lub zapachdw,
regulacja hormonalna, czy uczenie sie. Obecnie, ok. 1/3 lekédw na rynku celuje w biatka GPCR.
Jednoczesnie, na catym $wiecie prowadzone s3 badania nad kolejnymi nowymi czgsteczkami
modulujgcymi funkcje tych biatek, z nadziejg na znalezienie skutecznych lekdw na cukrzyce, otytos¢,

chorobe Alzheimera i inne choroby centralnego uktadu nerwowego.

Wobec powyziszego tematyka rozprawy mgr Katarzyny Rzesikowskiej jest szczegdlnie wazna i

aktualna.

Gtéwnym celem rozprawy byto zwiekszenie skutecznosci metod stosowanych w CADD, a
doktadniej metod zwigzanych z dokowaniem molekularnym, w kontekscie ich zastosowania do biatek
GPCR.
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Rozprawa jest napisana w jezyku angielskim i liczy 116 stron. Sktada sie z siedmiu rozdziatéw
obejmujacych: Wstep, Metodologie, cztery rozdziaty prezentujgce badania wykonane przez autorke
oraz Konkluzje. Dodatkowo na poczatku rozprawy zatgczone jest jej Streszczenie, a na koncu -

Bibliografia. Informacje uzupetniajgce zostaty dotagczone w postaci elektronicznej na pendrive.

We Wstepie autorka prezentuje bardzo krétkie, dwu i pét stronicowe, ale bardzo zgrabne
wprowadzenie do metod obliczeniowych stosowanych w projektowaniu lekéw. Uzasadnia jedynie
dlaczego te metody sg wazine, jakie sg ich zatozenia oraz przedstawia ogdlny zarys postepowania.
Zwraca przy tym uwage na istnienie dwdch rdznych strategii: projektowanie lekow w oparciu o
strukture celu, oraz projektowanie lekédw w oparciu o informacje dotyczace ligandéw. Takie
wprowadzenie w tym miejscu jest niezbedne, aby zdefiniowad cele rozprawy. Natomiast szczegétowe
opisy poszczegdlnych metod autorka stusznie przedstawia w kolejnym rozdziale. Szkoda jedynie, ze nie
umiescita do niego odnos$nika. W kolejnej, najbardziej obszernej czesci Wstepu, obejmujacej osiem
stron, autorka szczegétowo opisuje biatka GPCR. Sprawnie przedstawia klasyfikacje biatek GPCR w
oparciu o ich sekwencje, a potem omawia strukture drugo- i trzeciorzedowa najbardziej licznej i
najlepiej poznanej strukturalnie klasy tych biatek, klasy A. Nastepnie krotko omawia mechanizm
aktywacji receptorow GPCR i transdukcji sygnatu we wnetrzu komaérki oraz wymienia problemy jakie
badacze napotykajg w procesie projektowania lekéw celujgcych w biatka GPCR. Na koncu przedstawia
szczegbtowe cele rozprawy. Autorka zobowigzuje sie odpowiedzieé na nastepujace pytania:

— Jaki wptyw majg réine metody konstrukcji modelu homologicznego, w tym wybér biatka
modelowego (template) na jako$¢ uzyskanego modelu biatka GPCR?

— Czy mozna zidentyfikowaé¢ oddziatywania odpowiedzialne za specyficznos¢ rozpoznawania
ligandow przez receptor 5-HT; wzgledem receptora 5-HTia, czy analiza potencjatu
elektrostatycznego i odziatywan niekowalencyjnych moze w tym pomac?

— Jakie s3 optymalne parametry procesu dokowania umozliwiajgce uzyskanie jak najbardziej
doktadnych pozycji wigzgcych liganda?

— Czy istniejgce funkcje oceniajgce mozina zmodyfikowaé, aby poprawi¢ ich skutecznos$¢ w

przewidywaniu sity wigzania?

W rozdziale Metodologia, liczacym 20 stron, autorka wnikliwie przedstawia metody oraz dostepne
ich implementacje software’owe, ktérymi postugiwata sie w swoich badaniach: uliniowienie
sekwencyjne, drzewo filogenetyczne, modelowanie homologiczne, dokowanie ligandu do biatka,
topologiczna analiza gestosci elektronowej oraz analiza oddziatywan niekowalencyjnych przy uzyciu
zredukowanego gradientu gestosci elektronowej. Opis metod jest bardzo szczegdtowy i swiadczy

gtebokiej znajomosci wiekszosci narzedzi obecnie powszechnie stosowanych na $wiecie na polu
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zagadnien badanych przez autorke. Nasuneto mi sie tu nastepujgce pytanie szczegétowe. Na stronie
20, opisujgc metody stosowane do optymalizacji modelu strukturalnego otrzymanego w trakcie
modelowania homologicznego autorka wspomina, ze uwzgledniane sg takie oddziatywania niewigzgce
jak: oddziatywania elektrostatyczne, wigzania wodorowe i kontakty van der Waalsa. Réwniez na
stronie 25, przy opisie funkcji oceniajgcych autorka pisze, ze wiekszos$¢ tych funkcji, obok oddziatywan
elektrostatycznych bierze pod uwage inne sktadowe, jak wigzanie wodorowe. Ponownie, na stronie 28
wigzanie wodorowe jest wymieniane jako niezalezna sktadowa funkcji oceniajgcej, obok sktadowej
elektrostatycznej. W dalszej czesci pracy z kolei autorka dyskutuje potencjat elektrostatyczny w
kontekscie mozliwosci utworzenia wigzan wodorowych (rozdziat 4.7). Czy oddziatywania wodorowe
jest oddziatywaniem zupetnie niezaleznym od odziatywan elektrostatycznych? Dlaczego w metodach
stosowanych w polach sitowych wigzanie wodorowe jest wyodrebnione z puli oddziatywan
elektrostatycznych? Pojawita sie tez w tekscie pewna niescistosé. Mianowicie na stronie 22, w
podrozdziale 2.4.1 autorka pisze ,only translation is allowed”, a na stronie 23, w podrozdziale 2.4.2 —
,three translational and three rotational degrees of freedom”. Czy brak wymienienia na stronie 22
rotacji jest poprawny? Na stronie 29, przy opisie analizy topologicznej zabrakto mi krétkiej dyskusji n.
t. tego jakimi metodami mozna otrzymywaé gesto$¢ elektronowa badanego uktadu oraz jakiego

oprogramowania mozna uzywac.

Po opisie metod, autorka przystepuje do przedstawienia swoich badan. W rozdziale 3 analizuje
wptyw wyboru modelu strukturalnego (template) oraz strategii postepowania na jakos¢ uzyskanego
modelu homologicznego dwdch receptorédw serotoninowych: 5-HT7 i 5-HT1a. Przez jako$é rozumie nie
tylko poprawnos¢ strukturalng uzyskanego modelu, ale przede wszystkim zdolnos¢ modelu do
prawidtowego rozpoznania ligandéw w obecnosci nieaktywnych czgsteczek w procedurze dokowania,
oraz zdolnos$¢ do odpowiedniego rozpoznania ligandow selektywnych wzgledem biatka 5-HT7. Po
przeprowadzeniu bardzo wnikliwych badan autorka dochodzi do waznego wniosku: w trakcie
budowania modelu homologicznego nalezy sprawdzi¢ wiele mozliwych strategii i startowych modeli,
wigczajac w to modele odlegte ewolucyjnie. Nie mozna przewidzieé, ktére podejscie bedzie najbardziej
odpowiednie dla badanego biatka. Najwyrazniej metody stosowane w modelowaniu homologicznym
nadal nie s3 w petni uniwersalne. W wyniku przeprowadzonych badan autorka zaproponowata
protokoty postepowania najbardziej odpowiednie dla biatka 5-HT; i oddzielne dla biatka 5-HT1a. | tu
kolejne pytanie. Jakiej doktadnie metody autorka uzywata w celu weryfikacji poprawnosci stanu
uprotonowania aminokwaséw w modelach, ktére stosowata? Czy mozliwosé protonacji histydyny byta
tez brana pod uwage? Stan uprotonowania znaczgco wpltywa na badany pdzniej potencjat

elektrostatyczny i oddziatywania miedzyczasteczkowe.



Nastepnie (rozdziat 4) autorka skupita sie na, moim zdaniem, najtrudniejszym z zagadnien
prezentowanych w rozprawie. Czy dzieki powszechnie stosowanym metodom mozna zaprojektowad
strategie, ktora umozliwi identyfikacje czasteczek, ktére beda wigzad sie z biatkiem docelowym nie
tylko z duzg sita, ale rowniez z duzg specyficznoscia. To bardzo wazne zagadnienie, poniewaz zwigzane
jest ono z pojawianiem sie niepozadanych skutkéw ubocznych lekéw, gdy nie sg one wystarczajgco
specyficzne. Ponownie, po przeprowadzeniu bardzo obszernych i skrupulatnych testéw autorka
dochodzi do wniosku, ze przy uzyciu standardowych protokotéw prawdopodobienistwo identyfikacji
specyficznego ligandu jest bardzo niskie. Nastepnie autorka proponuje nowe podejscie, mianowicie
proponuje przeprowadzanie ilosciowej analizy potencjatu elektrostatycznego ligandu, bedacego w
konformacjach uzyskanych w trakcie testowych procedur dokowania, w celu wyodrebnienia
najwazniejszych réznic miedzy selektywnymi i nieselektywnymi ligandami. Dodatkowo proponuje
przeprowadzenie analizy oddziatywarn miedzyczasteczkowych w oparciu o zredukowany gradient
gestosci elektronowej kompleksu ligand-biatko, réwniez po to, aby zidentyfikowaé réznice w profilach
oddziatywania. W przypadku badanego przez autorke uktadu takie podejscie pozwolito zidentyfikowac
w sposob ilosciowy cechy potencjatu elektrostatycznego oraz oddziatywania charakterystyczne dla
liganddow selektywnych wzgledem biatka 5-HT; w obecnosci 5-HTia. Zaproponowany przez autorke
protokot znaczaco zwiekszyt prawdopodobienstwo identyfikacji selektywnych ligandéw. Uwazam te
czes¢ badan autorki za najwazniejsze i najbardziej oryginalne osiggniecie z posrdd tych

przedstawionych w rozprawie.

Mam tylko jedna uwage do tego rozdziatu. Poniewaz potencjat elektrostatyczny okazat sie bardzo
uzyteczng witasciwoscig badanych ligandéw, brakuje tu bardziej szczegétowego opisu w jaki sposob
doktadnie zostat wyodrebniony potencjat elektrostatyczny dla atomoéw przy uzyciu metody QTAIM.
Dodatkowo, czy byt jedynie uwzgledniany potencjat zmapowany na izopowierzchni gestosci

elektronowej, czy jednak byt brany pod uwage potencjat obejmujgcy wiekszy obszar (jaki?).

W pozostatych dwéch rozdziatach autorka przedstawia badania, w ktérych bardziej szczegétowo
testuje rézne ogdlnie dostepne warianty procedury dokowania, sprawdzajac, ktére z nich pozwalaja
na uzyskanie najbardziej doktadnych przewidywan pozycji (rozdziat piaty) i sity wigzania (rozdziat

szdsty) ligandow biatek GPCR.

Na przyktadzie rodzin biatek GPCR z klasy A (Az4, 81, 8;) autorka wykazata, ze moc prébkowania
(zdolnos¢ do przewidzenia pozycji wigzania ligandu) silnie zalezy od przyjetej strategii dokowania, przy
czym najwiekszy wptyw ma wybér funkcji oceniajacej. Okazato sie, ze dla badanych uktadéw funkcja

oceniajgca ASP byfa najbardziej skuteczna. Dodatkowo autorka wykazata, ze rédwniez metoda



generowania réznorodnych konformeréw liganda ma znaczenie, a metoda zaimplementowana w
programie OpenEye Omega jest najbardziej skuteczna i nie ma koniecznosci przeprowadzania

kosztownych obliczert metodami chemii kwantowe].

Ostatecznie, autorka zbadata rézne dostepne jej funkcje oceniajgce. Wykazata, ze zadna z nich nie
jest w stanie odpowiedzie¢ na pytanie, ktére z badanych ligandéw wigzg sie bardzo silnie, srednio lub
stabo z wybranymi biatkami GPCR nalezgcymi do klasy A. W zasadzie, zadna z testowanych metod nie
byta w stanie skutecznie zidentyfikowac ligandy o najwiekszym powinowactwie. W tej sytuacji autorka
zaproponowata, napisata program i przeprowadzita procedure optymalizacji wag przypisanych do
kazdego z komponentdw energii wigzania wyliczanych przez funkcje oceniajacg. Po wyznaczeniu wag
optymalnych dla kazdej z badanych podrodzin biatek GPCR, autorka byta wstanie zwiekszy¢
skuteczno$¢ przewidywania sity wigzania. To drugie, najwazniejsze moim zdaniem osiggniecie autorki.
Zwraca ono uwage na potrzebe rozwoju nowych funkcji oceniajgcych. W tym miejscu brakuje mi nieco
dyskusji n. t. tego, ktére komponenty energii po optymalizacji wag zyskaty wiekszy wktad do energii
catkowitej niz miaty w oryginalnym schemacie, czy zawsze to byty te same komponenty w zaleznosci
od podrodziny. Bytaby to cenna informacja dla oséb budujgcych tego typu funkcje oceniajgce. Wyniki
po raz kolejny pokazuja, ze procedury stosowane w CADD nie sg uniwersalne, musza by¢ z duza uwaga
optymalizowane dla badanego ukfadu. Autorka po raz kolejny udowadnia, ze Swietnie porusza sie w
metodologii stosowanej w CADD i jest w stanie przeprowadzac tego typu optymalizacje w sposéb
rzetelny i wiarygodny. Czy tego typu optymalizacja nie prowadzi jednak do niebezpieczenstwa, ze
procedury zostang zoptymalizowane w oparciu o zbyt waski zestaw testowy, w zwigzku z czym beda
$lepe na rozpoznanie nieznanych do tej pory rodzajéw ligandéw i sposobdw ich oddziatywania z
biatkiem docelowym? To pytanie ogdlne, dotyczace wszystkich badaczy dziatajgcych w obrebie

dziedziny CADD. Ciekawa jestem zdania autorki.

Na koniec nasuneta mi sie jeszcze jedna ogdlna uwaga. Brakuje mi nieco komentarza w kazdym z
rozdziatéw n. t. tego czy podobne badania byty juz wykonywane przez innych badaczy w przypadku
biatek GPCR lub innych, i jezeli tak, do jakich wnioskéw dochodzili badacze. Jezeli takich badan nie byto,
brakuje jasnego wypowiedzenia sie, ze dane podejscie jest nowe, niespotykane do tej pory w

literaturze.

Rozprawa napisana jest bardzo starannie, poprawnym jezykiem angielskim. Obarczona jest bardzo
mata iloscig btedéw edytorskich:

— strona 17, wiersz 6 od dotu: jest napisane ,is generate”, powinno by¢ ,,is generated”;



— strona 32, rysunek nr 2.1: brakuje opisu czym jest kolorowa skala na wykresie i w jakich
jednostkach jest ona wyrazona;

— strona 34, wiersz 2 od dotu: jest napisane ,the lowest resolution”, bardziej zrecznie bytoby napisac
,the best resolution”;

— strona 62, podpis do rysunku nr 4.6: Zdanie , The non-polar H atoms were omitted for figure
clarity” jest mylgce. Po pierwsze, na rysunkach A-D sg obecne wszystkie atomy (w tym atomy
wodoru), pod drugie, na schematach czgsteczek nie ma zadnych atoméw wodoru, réwniez tych

polarnych zwigzanych z atomami azotu.

Dostrzezone przeze mnie drobne btedy czy niescistosci nie majg wptywu na wartos¢ naukowg

pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko.

Autorka wykazata sie gteboka znajomoscia metod powszechnie stosowanych w procesie
komputerowego wspomagania projektowania lekow oraz ogdlng wiedzg na temat biatek GPCR.
Autorka bardzo skrupulatnie i dogtebnie zbadata wptyw wielu czynnikéw na jakosé uzyskiwanych
wynikéw na poszczegdélnych etapach projektowania ligandéw wigzacych sie z docelowym biatkiem
GPCR z duzym powinowactwem i, co najwazniejsze, z duza specyficznoscig. Zaproponowata oryginalny
sposdb na zbudowanie protokotu postepowania umozliwiajgcego identyfikacje ligandu o pozadanej
specyficznosci i wykazata jego skutecznos¢ na przyktadzie biatek 5-HT7 i 5-HT1a. W tym celu uzyta analizy
potencjatu elektrostatycznego liganda wyznaczonego dla wybranych pozycji uzyskanych procesie
dokowania ligandu do biatka oraz analizy oddziatywan miedzyczgsteczkowych w oparciu o
zredukowany gradient gestoscig elektronowej kompleksu biatko — ligand. Udowodnita, ze jest w stanie
pracowac z duzg iloscig danych, swietnie je dokumentowaé, skutecznie je analizowac¢ i wyciggaé
interesujgce i uzyteczne w praktyce wnioski. Zrealizowata wszystkie zaktadane na wstepie cele

badawcze.

Wobec powyiszego stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa speftnia wymagania ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595) wraz z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z
2017, poz. 1789), rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: w sprawie szczegétowego
trybu i warunkéw przeprowadzania czynnos$ci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora z dnia 19 stycznia 2018 r. (Dz. U. z 30
stycznia 2018 r., poz. 261)) i na tej podstawie wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie pani mgr Katarzyny Rzesikowskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie zwracam uwage, ze zgodnie z art. 13.6 w/w Ustawy, przedstawiona rozprawa
doktorska powinna by¢ opatrzona streszczeniem w jezyku polskim. Takie streszczenie zwyczajowo
dotgczane jest do rozprawy przedstawianej recenzentowi do oceny, a z pewnoscig musi zostac

przedstawione na dalszych etapach przewodu doktorskiego.

Paulina Dominiak



