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1. Imie¢ i nazwisko
Pawetl Krupa

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne

e Stopien doktora nauk chemicznych nadany z wyrdznieniem przez Wydziat Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego w dniu 08.07.2015 na podstawie rozprawy doktorskiej pod
tytutem: Rozszerzenie pola silowego UNRES o potencjaty lokalne idane zmetod
poréwnawczych w celu lepszego przewidywania struktur biatek. Promotor: Prof. dr hab.
Cezary Czaplewski.

e Tytul zawodowy magistra nauk chemicznych, specjalnos¢ chemioinformatyka, nadany
przez Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2011. Promotor: Dr
Magdalena Slusarz.

e Tytul zawodowy licencjata nauk chemicznych, specjalnos¢ chemia medyczna, nadany
przez Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2009. Promotor: Dr
Magdalena Slusarz.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e (1.09.2016 — obecnie adiunkt w Oddziale Fizyki Teoretycznej, Zespole
Biofizyki Teoretycznej, Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa.

e (1.08.2015-31.07.2016 staz podoktorski (z ang. postdoctoral associate) w
grupie Profesora Harolda Scheragi w Baker Laboratory of Chemistry and Chemical
Biology, Cornell University, Ithaca, NY, USA.

e 17.11.2014-01.05.2015 asystent naukowy (Research Aide) w grupie Profesora
Andrzeja Ktoczowskiego w Battelle Center for Mathematical Medicine, The Research
Institute at Nationwide Children's Hospital and Ohio State University w Columbus, OH,

USA.

e 08.10.2014 -31.07.2015 specjalista analityk w Centrum Informatycznym
Trojmiejskiej Akademickiej Sieci Komputerowej (CI TASK), Politechnika Gdanska,
Gdansk.

4. Bibliometryczne podsumowanie dorobku naukowego

Aktualne dane bibliograficzne moga zosta¢ sprawdzone przy uzyciu nastepujacych
identyfikatorow habilitanta:

e Open Researcher and Contributor ID (ORCID): 0000-0002-9710-7837
e ResearcherID: S-2292-2016
Wybrane dane bibliometryczne:
e Web of Science Core Collection:
o 45 pozycji (liczone tylko pelne artykuly naukowe)
o 833 cytowan (640 bez autocytowan)
O 448 cytujacych artykutow
o H-index =18
o 1l0-index = 26.



e Google Scholar:

o 95 pozycji (liczone wszystkie pozycje)

o 1155 cytowan

o H-index =21 (od 2019 roku: 19)
o 1l0-index = 28 (od 2019 roku: 24).

Dla przejrzystosci, podsumowanie aktualnych warto$ci wspotczynnikow wptywu (z ang.

impact factor) oraz punktow ministerialnych zestawitem w postaci Tabeli 1.

Tabela 1. Podsumowanie artykuldéw w czasopismach i rozdziatach w ksigzkach posiadajacych
przypisang warto$¢ wspolczynnika wplywu (Impact Factor, dane z Web of Science, maj 2024) i/lub
liczbe punktow ministerialnych (wykaz z 05.01.2024).

Impact Liczba .

Czasopismo Impact Factor punktow Llc.zba .

Factor piecioletni MEIN publikacji

Proceedings of the National Academy of Sciences 11,1 12 200 2
Nanoscale 6,7 6,8 140 1
Bioinformatics 5.8 8,3 200 2
Journal of Chemical Information and Modeling 5.6 5.9 100 4
Journal of Molecular Biology 5,6 5,5 140 1
International Journal of Molecular Sciences 5,6 6,2 140 2
Journal of Chemical Theory and Computation 5,5 5,8 140 3
Chemico-Biological Interactions 5,1 4.9 100 1
Scientific Reports 4.6 49 140 1
Molecules 4,6 4,9 140 1
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics 4.4 3,8 70 1
The Journal of Chemical Physics 4.4 3,5 100 1
lgzci)eg;gzs In Molecular Biology And Translational 4 5.3 100 1
Genes 3,5 39 100 1
BBA Biomembranes 3.4 3,5 100 1
The Journal of Physical Chemistry B 33 3 140 10
Journal of Computational Chemistry 3 33 100 1
Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 2.9 2,9 100 4
Journal of Molecular Graphics and Modelling 2.9 2,4 70 4
Journal of Molecular Modeling 2,2 1,8 40 2
Methods in Molecular Biology 0 0 70 3
Supercomputing Frontiers and Innovations 0 0 70 1
TASK Quarterly 0 0 20 3
Suma 193,8 199,1 5630 51




5. Osiagniecie bedace podstawa ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego

5.1 Tytul osiagni¢cia naukowego

Rozwdj 1 wykorzystanie pol sitowych o réznych poziomach rozdzielczo$ci do badania
struktury 1 dynamiki wybranych biatek

5.2 Lista powigzanych tematycznie artykulow naukowych wchodzacych w sklad
cyklu

HI1. Pawel Krupa, Magdalena A. Mozolewska, Marta Wisniewska, Yanping Yin, Yi He,
Adam K. Sieradzan, Robert Ganzynkowicz, Agnieszka G. Lipska, Agnieszka Karczynska,
Magdalena Slusarz, Rafat Slusarz, Artur Gieldon, Cezary Czaplewski, D. Jagieta, B.
Zaborowski, Harold A. Scheraga*, Adam Liwo, “Performance of protein-structure predictions
with the physics-based UNRES force field in CASP11”, Bioinformatics 2016, 32(21),
3270-3278.

H2. Pawel Krupa, Anna Halabis, Wioletta Zmudzinska, Stanistaw Oldziej, H.A. Scheraga,
Adam Liwo,* “Maximum Likelihood Calibration of the UNRES Force Field for Simulation
of Protein Structure and Dynamics”, Journal of Chemical Information and Modeling 2017, 57
(9), 2364-2377.

H3. Nguyen Hoang Linh, Pawel Krupa, Minh Hai Nguyen, Huynh Quang Linh, Mai Suan
Li*, “Structure and physicochemical properties of AP42 tetramer: Multi-scale molecular
dynamics simulations”, Journal of Physical Chemistry B 2019, 123, 7253—7269.

H4. Pawel Krupa*, Pham Dinh Quoc Huy, and Mai Suan Li*, “Properties of Monomeric
AB42 Probed by Different Sampling Methods and Force Fields: Role of Energy
Components”, The Journal of Chemical Physics 2019, 151(5), 055101.

H5. Daniela Marasco’, Caterina Vicidomini', Pawel Krupa®, Federica Cioffi, Pham Dinh
Quoc Huy, Mai Suan Li, Daniele Florio, Kerensa Broersen, Maria Francesca De Pandis,
Giovanni N Roviello*, “Plant isoquinoline alkaloids as potential neurodrugs: A comparative
study of the effects of benzo [c] phenanthridine and berberine-based compounds on B-amyloid
aggregation”, Chemico-Biological Interactions 2021 334, 109300.

H6. Yuliia Varenyk, Panagiotis E. Theodorakis, Dinh Q. H. Pham, Mai Suan Li, and Pawel
Krupa*, “Exploring Structural Insights of AP42 and o-Synuclein Monomers and
Heterodimer: A Comparative Study Using Implicit and Explicit Solvent Simulations”, J.
Phys. Chem. B 2024, 128 (19), 4655-4669.

H7. Pawel Krupa, Giovanni La Penna*, Mai Suan Li, “Amyloid-f§ Tetramers and Divalent
Cations at the Membrane/Water Interface: Simple Models Support a Functional Role”,
International Journal of Molecular Sciences 2023, 24 (16), 12698.

HS. Natalia Karska, Igor Zhukov, Andrea D Lipinska, Sylwia Rodziewicz-Motowidto, Pawel
Krupa*, “Why does the herpes simplex 1 virus-encoded UL49. 5 protein fail to inhibit the
TAP-dependent antigen  presentation?”, Biochimica et  Biophysica  Acta
(BBA)-Biomembranes 2023, 1865 (8), 184200.

H9. Pawel Krupa*, “Treatment of disulfide bonds in coarse-grained UNRES force field”,
TASK Quarterly 2016, 20 (4), 393-398.

H10. Pawel Krupa, Adam K. Sieradzan, Magdalena A. Mozolewska, Huiyu Li, Adam Liwo,
and Harold A. Scheraga*, “Dynamics of Disulfide-Bond Disruption and Formation in the

Thermal Unfolding of Ribonuclease A”, Journal of Chemical Theory and Computation 2017,
13 (11), 5721-5730.
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HI1. Pamela Smardz, Adam K. Sieradzan*, Pawel Krupa*, “Mechanical Stability of
Ribonuclease A Heavily Depends on the Redox Environment”, The Journal of Physical
Chemistry B 2022, 126, 33, 6240—6249.

H12. Pawel Krupa, Agnieszka G. Karczynska, Magdalena A. Mozolewska, Adam Liwo,
Cezary Czaplewski*, “UNRES-Dock - protein-protein and peptide-protein docking by
coarse-grained replica-exchange MD simulations”, Bioinformatics 2021 37 (11), 1613-1615.

H13. Pawel Krupa*, Marta Spodzieja, Adam K. Sieradzan, “Prediction of CD28-CD86
protein complex structure using different level of resolution approach”, Journal of Molecular
Graphics and Modelling 2021 103, 107802

*autor korespondencyjny

“autorzy o rownym wktadzie do pracy

5.3 Omowienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego zastosowania

5.3.1 Cel, motywacja i podstawowe zaloZenia przy wykonywaniu badan

Podstawowym celem wykonywanych przeze mnie badan naukowych byto zbadanie wlasciwosci
strukturalnych, fizykochemicznych i dynamicznych jednych z najwazniejszych z punktu widzenia
zycia biomakromolekut — bialek — przy uzyciu metod biofizyki obliczeniowej na réznych
poziomach rozdzielczo$ci. Ze wzglegdu na nietrywialny charakter badanych uktadow
uwzgledniajacy biatka zwinigte 1 inherentnie nieustrukturyzowane (IDP), rézne formy
oligomeryczne oraz obecnos$¢ innych komponentéw, takich jak inne biatka, jony metali czy blony
lipidowe, wykonane przeze mnie badania byly wieloetapowe. W pierwszym kroku okreslalem
mozliwosci istniejacych metod obliczeniowych, nastepnie rozwijatem je lub udoskonalatem, jesli
okazato si¢ to konieczne, a dopiero wtedy wykorzystywalem je do zbadania biologicznie istotnych
wlasciwosci.  Ostatnim  etapem bylo porownanie otrzymanych wynikow =z danymi
eksperymentalnymi i dostepnymi danymi literaturowymi w celu okreslenia ich doktadnosci.
Wykonywane przeze mnie badania maja charakter interdyscyplinarny i tacza biofizyke
obliczeniowg, bioinformatyke strukturalng, biologie¢ molekularng, chemie¢ teoretyczng 1
immunologi¢, czgsto bazujac na danych eksperymentalnych uzyskanych w ramach wspolprac
naukowych w celu uzyskania mozliwie wysokiej wiarygodno$ci i otrzymania petnego obrazu
badanych zjawisk.

Dwoma podstawowymi narzedziami wykorzystywanymi 1 rozwijanymi podczas
prowadzonych przeze mnie badan byly: (i) gruboziarniste pole sitowe UNRES (D4), wchodzace w
sktad pakietu UNICORN (R3), rozwijane w grupie Profesora Adama Liwo z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, a wczesniej takze przez grupe Profesora Harolda Scheragi z Cornell
University, oraz (ii) pelnoatomowe pola sitowe Amber, rozwijane w ramach pakietow Amber i
AmberTools gtéwnie pod przewodnictwem Profesora Davida Case’a z Rutgers University.! W
czgsci przedstawianych badan obie metody zostaly wykorzystane tacznie w celu podniesienia
wiarygodno$ci wykonywanych obliczen oraz uzyskania pelnego obrazu obserwowanych zjawisk
fizycznych na poziomie rozdzielczosci biatek 1 ich reszt aminokwasowych (reprezentacja
gruboziarnista) i pojedynczych atomow (reprezentacja petnoatomowa).

Przeprowadzone przeze mnie badania bazowaly na roznych podstawowych zatozeniach,
poczawszy od tego, ze struktura globularnych biatek zalezy od ich sekwencji (twierdzenie
Anfinsena)?®, a aktywno$¢ wiekszosci bialek, peptydow, ale takze kwasow nukleinowych jest $cisle
uzalezniona od ich struktury i nawet jej niewielkie zaburzenia moga mie¢ istotny wplyw na
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aktywno$¢ i wlasciwosci fizykochemiczne®. Prawdopodobnie najbardziej znanym przyktadem tego,
jak zamiana jednej reszty aminokwasowej w duzym biatku moze wywota¢ drastyczne zmiany dla
catego organizmu jest anemia sierpowata, wywolywana przez mutacje kwasu glutaminowego na
waling (Glu®Val), ktéra powoduje tworzenie sie agregatdéw hemoglobiny o odmiennej morfologii i
tym samym zmniejszajacych efektywno$¢ transportowania tlenu przez erytrocyty w stosunku do
biatka natywnego®. Z drugiej jednak strony, istnieje grupa peptydow i biatek, ktorych fragmenty lub
cate molekuty nie posiadajag w fizjologicznych warunkach dobrze zdefiniowanej struktury. Sg to
tzw. biatka inherentnie nieustrukturyzowane (z angielskiego: intrinsically disordered proteins,
IDP)’. Do tej grupy nalezg miedzy innymi peptydy amyloidu B (AB) i a-synukleina, ktorych
obecno$¢ jest $cisle zwigzana z chorobami neurodegeneracyjnymi. Z kolei znajomo$¢ struktury i
dynamiki biatek jest niezbedna do przeprowadzenia wigkszosci badan w biofizyce obliczeniowe;,
do komputerowego projektowania substancji leczniczych oddziatujacych z tymi biatkami, czy
badania i wplywania na proces agregacji. Ze wzgledu na to, Ze subtelne zmiany peptydow i biatek,
jak i ich otoczenia mogag znaczaco wptywaé na badanie uktady i ich wlasciwosci, niezwykle istotne
jest, aby wuzywane metody oraz zaplanowane eksperymenty umozliwily na osiggnigcie
wystarczajacej doktadnosci.

Chociaz istnieja metody obliczeniowe umozliwiajace skuteczne przewidywanie struktury
biatek, w wiekszosci przypadkéw w oparciu o analize statystyczng baz danych sekwencji i1 struktur
biatek, takie jak I-TASSER®, Robetta’, czy AlphaFold3®, skuteczno$¢ tych metod ograniczona jest
glownie do pojedynczych biatek jednodomenowych, o strukturze zblizonej do biatek o rozwigzane;j
eksperymentalnie konformacji. Doktadnos¢ tych metod jest szczegdlnie niska dla kompleksow
biatek i biatek cze$ciowo nieustrukturyzowanych, a dodatkowo nie dostarczaja one Zzadnych
informacji dotyczacych dynamiki badanych uktadow oraz wplywu czynnikéw zewnetrznych na ich
strukture 1 wlasciwosci. Z tego powodu konieczne jest dalsze rozwijanie metod wykorzystujacych
pola sitowe oparte o fizyke oddzialywan, a nie dane statystyczne. Co wigcej, w przypadku
uniwersalnych pol sitowych, czyli takich, ktore nie sa zoptymalizowane pod konkretny uktad,
zdolno$¢ przewidywania struktury biatka jest doskonatym sposobem na przyblizong oceng ich
wydajno$ci w przewidywaniu takze ich dynamiki i wlasciwosci fizykochemicznych. Nalezy
zaznaczyC, ze wlasciwosci te czesto sg bardzo trudne lub wrecz niemozliwe do uzyskania
eksperymentalnie. Zatem podstawowym celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto
okreslenie zdolnosci predykcyjnych dostgpnych metod obliczeniowych, wytypowanie tych, ktére
charakteryzuja si¢ najlepsza wiarygodnoscia, ich rozszerzenie o niezb¢dne funkcje i nastepnie
wykorzystanie do zbadania wybranych ukladow biatek, stanowigcych wyzwanie dla istniejacych
metod, takich jak rézne formy oligomeryczne i agregacja amyloidu 8, kompleksy biatek bioracych
udziat w odpowiedzi immunologicznej organizmu 1 biatka zawierajace wigzania disulfidowe, ktore
moga peti¢ odmienne funkcje w biatkach ustrukturyzowanych i tych nieposiadajacych stabilnej
struktury.’

5.3.2 Streszczenie wykonanych badan

W ramach prezentowanego cyklu powigzanych tematycznie artykutow naukowych w
pierwszym kroku skupitem si¢ na opracowaniu zunifikowanego protokotu przewidywania struktury
biatek w polu sitowym UNRES oraz wykorzystaniu go do okreslenia, jedynie na podstawie
sekwencji, struktur wszystkich 55 biatek wytypowanych do przewidywania struktury w 11 edycji
eksperymentu CASP (H1). Otrzymane wyniki umozliwity mi dokonanie rzetelnej oceny metody i
zaplanowanie wykonania optymalizacji wag potencjatow wchodzacych w skiad funkcji energii w
gruboziarnistym polu sitowym UNRES bazujac na danych eksperymentalnych z magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) dla 7 wybranych biatek treningowych w réznych temperaturach,
zawierajacych zarowno konformacje zwinigte, jak i czeSciowo rozwinigte (H2) w celu poprawy
zdolnosci predykcyjnych metody.
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Nastepnie wykorzystalem nowo zoptymalizowane gruboziarniste pole sitowe UNRES,
ktére dzigki uzyciu zroznicowanych zespotéw struktur treningowych charakteryzuje si¢ dobra
zgodnoscia w przewidywaniu zaréwno konformacji zwinigtych, jak i nieustrukturyzowanych (H2),
do przewidzenia struktury i dynamiki tetramerycznej formy amyloidu  (H3). W celu okreslenia
wiarygodno$ci otrzymanych struktur oligomerdéw ich stabilno$¢ zostata przetestowana w dwoch
wybranych pelnoatomowych polach silowych oraz zestawiona z dostepnymi danymi
literaturowymi. Roéwnoczesnie przeprowadzilem badania w pigciu pelnoatomowych polach
sitowych z rodziny Amber i CHARMM, okre$lajac wydajnos¢ wybranych metod do przewidywania
struktur i dynamiki inherentnie nieustrukturyzowanej monomerycznej formy amyloidu  wraz z
okresleniem wptywu poszczegdlnych cztonéw energii potencjalnej odpowiedzialnych za rézne
wlasciwosci fizykochemiczne (H4).

W celu dalszego zrozumienia czynnikow wplywajacych na proces agregacji amyloidu 3
okreslitem mechanizm inhibicji tego procesu pod wplywem wybranych alkaloidow
izochinolinowych na podstawie petnoatomowych symulacji dynamiki molekularnej (HS5).
Otrzymane wyniki stanowig teoretyczne wytlumaczenie obserwacji eksperymentalnych prezentujac
jak powinowactwo roéznych alkaloidéw izochinolinowych wptywa na ich aktywno$¢ w inhibicji
wczesnych etapow procesu agregacji (HS). Pokrewnym wykonanym przeze mnie badaniem byto
okreslenie molekularnych podstaw wystepowania choroby otgpienia z ciatami Lewy'ego, DLB (od
ang. dementia with Lewy bodies). W tym celu zaplanowatem i wykonalem badania mechanizmu
agregacji monomerycznych form amyloidu B 1 a-synukleiny oraz porownanie ich form
monomerycznych, homo- i heterodimerycznych (H6). Przeprowadzone badania wykazaty znaczacy
wzrost struktur typu  w heterodimerze oraz zaproponowaty stabilny model tej struktury.

Nastepnie zbadatem wptyw blony lipidowej oraz jonow miedzi na agregacje, strukture i
dynamik¢ dimeréw i tetrameréw amyloidu B, wykorzystujac rézne warianty metod symulacji
pelnoatomowych (H7). W ramach tej pracy okreslitem takze powinowactwo mono- i biwalentnych
jonéw metali z modelowymi homogenicznymi dwuwarstwami lipidowymi przy uzyciu
probkowania parasolowego (z ang. “umbrella sampling™) 1 szacowania potencjatu $redniej sity przy
uzyciu metody wazonych histograméw (z ang. WHAM). Nastepnie okreslitem jak sktad
heterogenicznej blony lipidowej, zblizonej sktadem do bton biologicznych wystepujacych w
warunkach fizjologicznych, wptywa na struktur¢ i dynamike herpeswirusowego biatka UL49.5 z
dwoéch wiruséw w stosunku do prostych modeli homogenicznych sktadajacych jedynie si¢ z
tancuchéw 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC) (HS), uzywanych powszechnie
zaroOwno w badaniach eksperymentalnych, jak i teoretycznych. Wykonane przeze mnie badania
teoretyczne umozliwity takze na zdefiniowanie przyczyny braku aktywnosci inhibicyjnej jednego z
nich w ludzkim organizmie (HS).

Rownolegle z przedstawionymi powyzej badaniami zainteresowala mnie tematyka roli
wigzan disulfidowych w biatkach, a w szczego6lnosci ich wptyw na $ciezki zwijania i1 stabilno$¢
wybranych bialek. Warto zaznaczy¢, ze wigzania te wystepuja naturalnie w ponad 20% bialek
zdeponowanych w bazie PDB (z ang. Protein DataBank), ale sg takze czesto dodawane zarowno do
nieustrukturyzowanych jak i zwinigtych peptydoéw i biatek w trakcie badan eksperymentalnych w
celu uzyskania okreslonego efektu. W celu okreslenia roli wigzan disulfidowych w wybranych
biatkach okazato si¢ niezbedne wprowadzenie i1 udoskonalenie potencjatu umozliwiajacego
dynamiczne tworzenie i zrywanie wigzan disulfidowych w trakcie symulacji w gruboziarnistym
polu sitowym UNRES (H9 i HI10). Nastgpnie opracowany zostal analogiczny potencjal do
pelnoatomowego pola sitowego Amber (HI11) oraz wykonane zostaly badania przy uzyciu
klasycznych, sterowanych i z wymiang replik symulacji dynamiki molekularnej w gruboziarnistym
polu sitowym UNRES 1 peloatomowym Amber w celu okreslenia mechanicznej 1
termodynamicznej stabilnosci wigzan disulfidowych w rybonukleazie A i ich wplywu na stabilno$¢
tego biatka (H101 HI1).

W trakcie wykonywania wyzej wymienionych badan, ktore nierzadko dotyczyly form
oligomerycznych biatek, opracowalem szereg narzedzi utatwiajagcych przygotowywanie i



analizowanie wynikow, a takze zaprojektowatem i zaimplementowatem funkcje umozliwiajaca
rutynowe przeprowadzanie przewidywania struktury komplekséw biatko-peptyd i biatko-biatko w
uprzednio zoptymalizowanym (H2) gruboziarnistym polu sitowym UNRES (H12). Poczatkowe
sktadniki metody wykorzystalem do wygenerowania struktur poczatkowych heterodimeru amyloidu
B 1 a-synukleiny (H6) i tetrameréw amyloidu B (H7), a kompletny protokot dokowania typu
biatko-biatko postuzyt mi do przewidzenia struktury kompleksu biatek CD28-CD86, istotnego w
odpowiedzi immunologicznej organizmu. Stabilno$¢ tak otrzymanych heterodimerow CD28-CD86
zweryfikowatem przy uzyciu metod pelnoatomowych 1 dostepnych danych literaturowych
wykazujac dobrg wydajnos¢ metody (H13).

Podsumowujac, wykonane w ramach cyklu powigzanych tematycznie publikacji badania
naukowe mozna podzieli¢ ze wzgledu na naktadajace si¢ na siebie cele badawcze, ktére tworza
spojna calos¢ prowadzaca do rozbudowy, poznania mozliwo$ci i ograniczen metod i narzedzi
stosowanych w biofizyce obliczeniowej, a nastepnie wykorzystanie ich do zbadania wlasciwosci
wybranych biatek:

e Rozwoj 1 optymalizacja gruboziarnistego pola sitowego UNRES (prace H1, H2, H10, H12)
e Rozwoj 1 okreslenie mozliwosci predykcyjnych pél pelnoatomowych (prace H3, H4, H11)

o Wykorzystanie metod na réznych poziomach rozdzielczosci w celu otrzymania pelnego
obrazu badanego zagadnienia (H3, H13)

e Okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych, struktur i dynamiki wybranych biatek
(H1-H13)

o Bialek nieustrukturyzowanych (H3-H7)

o Bialek z wigzaniami disulfidowymi (H9-H11)
o Bialek w otoczeniu bton lipidowych (H7-HS)
o Komplekséw biatek (H3, H5-H7, H12-H13)

5.3.3 Przeprowadzone badania i otrzymane wyniki

H1. Opracowanie jednolitego protokolu przewidywania struktur bialek w polu sitowym
UNRES w oparciu o fizyke¢ oddzialywan oraz ocena mozliwosci predykcyjnych metody

Pierwszym krokiem w celu wykonania rzetelnej oceny mozliwosci predykcyjnych gruboziarnistego
pola sitowego UNRES, rozbudowanego uprzednio o dodatkowy potencjat opisujacy zachowanie
tancuchéw bocznych oparty o fizyke oddziatywan, ktory umozliwil usunigcie cztondéw
korelacyjnych wyzszych rzedow z réwnania energii (DS5), bylo opracowanie zunifikowanego
protokotu przewidywania struktur biatek (H1) (Rysunek 1). Protokot ten bazuje w peini na
poétautomatycznych krokach, nie wymagajac manualnej ingerencji uzytkownika na zadnym etapie,
co jest szczegoOlnie istotne w przypadku typowania struktur reprezentatywnych z symulacji
dynamiki molekularnej z wymiang replik.'” W opracowanej wersji struktury reprezentatywne
otrzymywane sg poprzez wykonanie analizy skupien (z ang. clustering) zespotow konformacyjnych
otrzymanych przy uzyciu analizy metoda wazonych histogramoéw (WHAM)"' ponizej otrzymanej
temperatury przejscia fazowego w pelni bazujagc na analizie oszacowanej energii swobodnej
konformacji. Opracowanie protokotu przewidywania struktur biatek (Rysunek 1) wraz z
dotaczeniem do niego niezbednych skryptow potautomatyzujacych proces umozliwito nie tylko na
utatwienie 1 przyspieszenie procesu, ale takze unifikacj¢ wynikow migdzy réznymi uzytkownikami
oraz oparcie calego procesu przewidywania na fizyce oddziatywan i1 wyborze struktur
reprezentatywnych na podstawie minimum energii swobodnej, zamiast manualnej selekcji.
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Rysunek 1. Schemat opracowanego protokotu zunifikowanego przewidywania struktury biatka w
polu sitowym UNRES (praca H1, lewy panel) oraz po optymalizacji pola sitowego (praca H2,
prawy panel). Lewy panel rysunku pochodzi z pracy HI1. Pozyskano prawa do reprodukcji
(reprinted with permission from Bioinformatics, Volume 32, Issue 21, November 2016, Pages
3270-3278. Copyright 2024 Oxford University Press, licencja 5740260555795).

W celu osiggnigcia mozliwie bezstronnej i rzetelnej oceny zdolnosci predykcyjnych pola
sitowego UNRES przy uzyciu opracowanego protokotu przewidywania struktur biatek, wraz z
grupa naukowcoéw wziglem udzial w jedenastej edycji inicjatywy CASP (Critical Assessment of
protein Structure Prediction)'?. Jest to odbywajacy si¢ co dwa lata miedzynarodowy eksperyment, w
ramach ktérego co najmniej kilkadziesigt grup badawczych z catego $wiata konkuruje ze sobg w
celu jak najdokladniejszego przewidzenia struktury wybranych biatek na podstawie samej
sekwencji (tryb podstawowy) oraz przy uzyciu dodatkowych danych eksperymentalnych (np. z
eksperymentu SAXS). Najwazniejsza zaleta tego eksperymentu jest to, ze na takich samych
warunkach, wszystkie grupy badawcze i metody obliczeniowe biorgce udzial w eksperymencie
dokonuja $lepego przewidzenia struktur bialek, ktore nie zostaty jeszcze opublikowane (najczesciej
znajdujg si¢ w trakcie otrzymywania metodami eksperymentalnymi), w $cisle okreslonym zakresie
czasu, wynoszacym najczesciej dwa tygodnie dla regularnego trybu przewidywania struktur.
Wysylane struktury biatek sa nastgpnie analizowane przez zewnetrzny zespot ekspertow, a wyniki
oficjalnie ogtaszane po kilku miesigcach na stronie internetowej eksperymentu CASP, prezentujac
doktadno$¢ poszczegdlnych metod przy uzyciu obiektywnych miar i kryteriow. Z tego powodu, aby
rzetelnie 1 bezstronnie przetestowaé opracowany protokét przewidywania struktur biatek
wykonalem symulacje dla wigkszosci z 55 réznych biatek, ktérych rozmiar wahat si¢ od 44 do 595
reszt aminokwasowych, ze §rednig wynoszacg 251 reszt, dostarczonych w formie sekwencji przez
organizatorow eksperymentu CASP. Byt to pierwszy tak obszerny test mozliwosci pola sitowego


https://paperpile.com/c/Iv0xOL/EUNV

UNRES, zawierajacy wyniki dla wszystkich biatek bioracych udziat w tej edycji eksperymentu
CASP. Co wazne, zbidr struktur zawieral w sobie zaro6wno bialka jednodomenowe, jak i
wielodomenowe o réznych typach struktur drugorzedowych, pozwalajac na reprezentatywna ocene
jakos$ci przewidywania struktur wickszosci klas biatek.

Poprawa funkcji energii pola sitowego UNRES oraz zastosowanie zunifikowanego
protokotu przewidywania struktury biatek eliminujacego potrzebe recznego wybierania struktur
reprezentacyjnych, a stosujacego energi¢ swobodng jako kryterium selekcji zaowocowato znaczaca
poprawa otrzymanych wynikow w stosunku do poprzedniego, zakrojonego na mniejszg skale, testu
w 10 edycji eksperymentu CASP (D1). Szczegdlnej poprawie ulegta zdolnos¢ do prawidtowego
uszeregowania jako$ci struktur sposrod generowanych pigciu modeli reprezentacyjnych dzigki
wykorzystaniu energii swobodnej jako kryterium do selekcji. Co wigcej, wykonane badania
wykazaly, ze pole sitowe UNRES jest w stanie prawidlowo przewidywaé struktury wielu biatek,
konkurujac z najlepszymi dostgpnymi metodami, szczeg6lnie gdy przewidywane struktury nie byty
podobne do biatek o znanych strukturach. Z drugiej strony, wykonane testy wykazatly, ze ze
wzgledu na uproszczenia wynikajace z gruboziarnistej reprezentacji, rozdzielczo$¢ pola sitowego
UNRES jest ograniczona, dla przyktadu osiggajac warto$¢ pierwiastka $redniego odchylenia
kwadratowego (RMSD) wynoszacg okolo 3.8 A dla 97-resztowego biatka (Rysunek 2).

N-terminus N-terminus

N-terminus

C-terminus C-terminus

Rysunek 2. Przedstawienie modelu pierwszego (z pigeciu wysytanych do oceny) dla przyktadowego
biatka przewidzianego przez opracowang metode oparta o gruboziarniste pole sitowe UNRES
(czerwony), struktura eksperymentalna (zielony) i najwyzej oceniona struktura przewidziana
metodami opartymi o statystyke (niebieski) (rysunek z pracy H1). Pozyskano prawa do reprodukcji
(reprinted with permission from Bioinformatics, Volume 32, Issue 21, November 2016, Pages
3270-3278. Copyright 2024 Oxford University Press, licencja 5740260555795).

W celu poprawy rozdzielczosci oraz eliminacji konieczno$ci uzywania informacji
zewnetrznej podczas symulacji w postaci wiezoOw na strukture drugorzedowa typu B (Rysunek 1)
zdecydowatem si¢ na zoptymalizowanie funkcji energii w polu sitowym UNRES uzywajac metody
najwigkszego podobienstwa (z ang. maximum likelihood method) (H2). Natomiast w celu
ograniczenia efektu spadku rozdzielczosci na skutek wykorzystywania modelu gruboziarnistego,
zauwazalnego podczas rekonstrukcji modeli pelnoatomowych, zdecydowalem si¢ na polaczenie
gruboziarnistych i1 petnoatomowych symulacji dynamiki molekularnej w celu uzyskania modeli o
doktadnosci pojedynczych atomoéw, a zarazem zapewniajac weryfikacje otrzymanych struktur
(prace H3, H11 1 H13).
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H2. Optymalizacja pola sitowego UNRES

W celu wykonania optymalizacji wag wkladow do funkcji energii w polu sitowym UNRES,
wytypowalem zespdt zrdéznicowanych strukturalnie matych bialek o znanych strukturach
eksperymentalnych (Rysunek 3). Zespo6t treningowy stanowily zespoty konformacji biatek
otrzymanych przy pomocy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego NMR (od 17 do 300
konformacji dla kazdego uktadu), co umozliwilo uwzglednienie podczas optymalizacji pola
sitowego fluktuacji konformacyjnych biatek obserwowanych podczas badan eksperymentalnych,
ktore sa mozliwie zblizone do warunkow fizjologicznych. Aby jeszcze lepiej uwzgledni¢ fakt
przyjmowania przez jedno biatko zrdéznicowanych konformacji, dla trzech ukladéow pozyskane
zostaly dane eksperymentalne otrzymane przy mozliwie szerokim zakresie temperatur. Takie
podejscie jest kluczowe do prawidlowej optymalizacji pola sitowego UNRES (jak i1 zapewne
wigkszosci pol sitowych), poniewaz (i) minimalizuje ryzyko nadmiernego wytrenowania
(przetrenowania), (ii) uwzglednia zalezno$¢ konformacji biatka od temperatury, (iii) a takze nie
powinno wptywaé negatywnie na zdolno$¢ metody do przewidywania struktury i dynamiki biatek
inherentnie nieuporzadkowanych. Zalezno$¢ konformacji od temperatury jest szczegolnie przydatna
w przypadku wykonywania symulacji dynamiki molekularnej z wymiang replik, ktore stanowia
podstawowe narzedzie do przewidywania struktur biatek w polu sitowym UNRES (H1).
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Rysunek 3. Wizualizacja struktur bialek (pierwsze modele z zespotéw struktur) uzytych do
przeprowadzenia optymalizacji pola sitowego UNRES (P3). Pozyskano prawa do reprodukcji
(reprinted with permission from J. Chem. Inf. Model. 2017, 57, 9, 2364-2377. Copyright 2024
American Chemical Society).

Roéwnie starannie przygotowany zostal zestaw biatek testowych, sktadajacy sie z 46 biatek
zawierajagcych od 12 do 126 reszt aminokwasowych. W jego sktad wchodzito: 22 biatka o
strukturze helikalnej, 12 bialek o strukturze typu B 1 12 biatek o strukturze o + . Bialka te
charakteryzowaty si¢ w zdecydowanej wickszos$ci niskim podobienstwem sekwencyjnym do biatek
treningowych oraz innych biatek testowych, tak aby otrzyma¢ mozliwie najbardziej
reprezentatywne wyniki wydajnosci przewidywania konformacji biatek.

Procedura optymalizacji sktadata si¢ z kilku etapéw: (i) symulacji dynamiki molekularnej z
hamiltonowska wymiang replik dla biatek treningowych, (ii) wytypowania struktur najbardziej
prawdopodobnych dla okreslonych temperatur przy pomocy metody wazonych histogramow, (iii)
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optymalizacji roznych zestawdw parametréw przy pomocy metody najwigkszego podobienstwa (z
ang. maximum likelihood method), (iv) symulacji dynamiki molekularnej z wymiang replik dla
biatek treningowych 1 testowych, (v) wytypowania struktur najbardziej prawdopodobnych dla
okreslonych temperatur przy pomocy metody wazonych histogramow, (vi) oceny wynikow.

Podstawowym narzgdziem symulacyjnym uzywanym do optymalizacji wag parametrow na
etapie treningu byly hamiltonowskie symulacje dynamiki molekularnej z wymiang replik oparte o
dwa parametry: “miegkkie” wigzy o rdznej sile natozone na konformacje na podstawie danych
eksperymentalnych oraz temperatura. Takie podejécie, zwane probkowaniem parasolowatym (z ang.
“umbrella sampling”), bylo niezbedne aby doktadnie przeszukaé calg przestrzen konformacyjna
uktadow treningowych. Kazda symulacja treningowa sktadata si¢ z co najmniej 384 trajektorii, a
kazda trajektoria z 80 000 000 krokow, o dtugosci kroku 4,89 fs (nie uwzgledniajac przyspieszenia
wynikajacego z uzycia gruboziarnistego pola sitowego), dajac w sumie laczny czas symulacji ok.
150 ms. W nastepnym kroku metoda wazonych histograméw uzyta byta na koncowej czesci
trajektorii, w ktorej biatka osiggnety stan rownowagi termodynamicznej, w celu wytypowania
najbardziej prawdopodobnych, czyli charakteryzujacych si¢ najnizszg wartoscig energii swobodnej,
konformacji w danych temperaturach.

W celu okreslenia optymalnego protokotu optymalizacji wyprobowatem kilka wariantow, w
ktérych optymalizacji podlegata tylko cze$¢ z parametrow, na ktére sktadaty sie¢ m.in. ogdlne wagi
poszczegbdlnych potencjalow, wagi wewnetrzne potencjatow lokalnych i korelacyjnych, promienie
tancuchéw bocznych 1 parametry opisujace ich anizotropie oraz glebokosci potencjatow
opisujacych oddzialywania miedzy tancuchami bocznymi. Takie podejscie mialo na celu
znalezienie minimalnego zestawu parametréw do optymalizacji, ktore zapewnilyby znaczaca
poprawe zdolno$ci predykcyjnych, jednoczesnie nie skutkujac “przetrenowaniem” parametrow na
zespot biatek treningowych.

Nastepnie wykorzystalem udoskonalony protokét przewidywania struktur biatek bez uzycia
informacji zewnetrznych, czyli innych niz sekwencja biatka, opracowany w pracy H1 (Rysunek 1),
do okreslenia wydajnosci zoptymalizowanego pola sitowego. W tym celu przeprowadzilem
symulacje dynamiki molekularnej z wymiang replik w szerokim zakresie temperatur (225-525K), z
ktorych kazda z 72 trajektorii sktadata si¢ z 50 000 000 krokéw, dajac taczny czas symulacji ok.
17,6 ms. Nastepnie wykonywatem analiz¢ wazonych histograméw w celu wytypowania struktur
najbardziej prawdopodobnych w temperaturze 10 K ponizej zaobserwowanego maksimum
pojemnos$ci cieplnej, a otrzymywany zespol struktur poddawalem analizie skupien w celu
wytypowania struktur reprezentatywnych. W ostatnim kroku procedury przeprowadzalem analize
podobienstwa otrzymanych modeli do struktur eksperymentalnych.

Wykonana optymalizacja znaczgco poprawita zdolnosci predykcyjne pola sitowego
UNRES, szczegoélnie dla biatek typu o + B i B, podczas gdy wydajnos¢ przewidywania struktur dla
biatek typu o ulegta tylko niewielkiej poprawie, gléwnie dlatego, ze dla tego typu struktur
uprzednie wersje pola sitowego uzyskiwaty wyjatkowo dobre rezultaty. Wykonana optymalizacja
pola sitowego umozliwita takze uzywanie jednej wersji parametrow dla wszystkich klas bialek, bez
konieczno$ci wykorzystywania wiezow na struktur¢ drugorzedowa w trakcie przewidywania
konformacji biatek (Rysunek 1), a takze poprawita rozktad struktur zwinietych i rozwinigtych oraz
zdolno$¢ okreslania temperatury przejscia fazowego dla biatek. Wykonana optymalizacja, dzigki
wykorzystaniu danych eksperymentalnych dla biatek czgsciowo nieustrukturyzowanych umozliwita
takze uzywanie go dla biatek o stabo zdefiniowanych strukturach, takich jak monomeryczna forma
amyloidu f.

H3. Badania agregacji amyloidu p na réznych poziomach rozdzielczos$ci

W kolejnym kroku wykorzystatem potaczenie metod gruboziarnistych i petnoatomowych do
zbadania S$ciezek agregacji amyloidu B (H3). W tym celu nadzorowalem przeprowadzenie

12



gruboziarnistych symulacji dynamiki molekularnej z wymiang replik (REMD) w polu sitowym
UNRES dla czterech tancuchéw amyloidu  1-42 (AB42) umieszczonych w roznych orientacjach
wzgledem siebie. Dzigki wykorzystaniu metody REMD uktad ulegat dysocjacji w trajektoriach o
wysokiej temperaturze, po czym ponownie asocjowal w trajektoriach o nizszej temperaturze,
umozliwiajac zbadanie mechanizmu agregacji bialka. Catkowity efektywny czas symulacji wynosit
ok. 50 ms, uwzgledniajac przyspieszenie wynikajace z gruboziarnistej reprezentacji na poziomie
3-4 rzedow wielkosci. Pozwolito to na uzyskanie wystarczajaco duzych zespotéw statystycznych,
odzwierciedlajacych wielokrotne procesy asocjacji-dysocjacji, zeby wytypowac potencjalnie rozne
$ciezki tych zjawisk. Przeprowadzona analiza grafow wykazata, ze podstawowa $ciezka tworzenia
tetramerow AP42 jest agregacja dwoch dimerow (Rysunek 4). Proces ten jest znacznie czgstszy niz
tworzenie tetramer6w z monomeru i trimeru. Wykonana analiza przy uzyciu metody wazonych
histogramoéw (WHAM) potaczona z analiza skupien otrzymanej grupy struktur umozliwita
wytypowanie pigciu reprezentatywnych modeli tetramerow AP42 (Rysunek 4), ktére nastepnie
zostaly poddane symulacjom dynamiki molekularnej w dwoch popularnych petnoatomowych
polach sitowych: AMBER99SB-ILDN i OPLS-AA/L.

S1(33.4%) $2 (24.7 %)

35 %)

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie mechanizmu agregacji amyloidu 3 (lewa cz¢$¢ rysunku) i
wizualizacja pieciu struktur reprezentatywnych modelu tetrameru (prawa cze$¢ rysunku)
otrzymanych na podstawie przeprowadzonych symulacji gruboziarnistych. Rysunek pochodzi z
pracy H3. Pozyskano prawa do reprodukcji (reprinted with permission from J. Phys. Chem. B 2019,
123, 34, 7253-7269. Copyright 2024 American Chemical Society).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze amyloid § tworzy stabilne struktury tetrameryczne,
sktadajace si¢ z czesci rdzeniowej 1 czesSci zewngtrznej, z ktorych kazda zbudowana jest z dwoch
tancuchow, a ich wlasciwosci, struktura i dynamika znaczaco rdznig si¢ od siebie. Wynika to z faktu
tworzenia hydrofobowego rdzenia poprzez wewngetrzne (sSrodkowe) tancuchy formy tetramerycznej
i dwoch tancuchow o znacznie wigkszej powierzchni kontaktu z rozpuszczalnikiem. Co ciekawe,
najbardziej prawdopodobny model tetrameru AP42 (klaster 3) wuzyskany z symulacji
gruboziarnistych charakteryzuje si¢ struktura typu dysku (z ang. “oblate spheroid”) i nie wykazuje
cech struktury typu cross-f, typowej dla fibryli.

Ponadto pokazalismy, ze uzywanie eksperymentalnej struktury protofibryli amyloidu B (kod
PDB: 2NAO) nie stanowi dobrego modelu poczatkowego do symulacji struktury oligomeryczne;.
Tetrameryczna forma amyloidu P, otrzymana poprzez usuni¢cie z modelu protofibryla wszystkich
tancuchow oprocz czterech sgsiadujgcych, co jest praktyka stosowang w niektérych badaniach
naukowych, okazata si¢ niestabilna i ulegata znaczacym zmianom konformacyjnym w trakcie
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symulacji, wynikajacym z odstonigcia hydrofobowego rdzenia fibryla na oddziatywania z woda.
Wynik ten, cho¢ oczekiwany, wskazuje na btgdnos$¢ zatozenia, ze dostepne dane eksperymentalne
dla innej formy peptydu lub biatka zawsze stanowig dobry punkt startowy dla symulacji innych jego
wariantow.

Dekompozycja sktadowych energetycznych odpowiedzialnych za stabilno$¢ tetrameru A42
wykazala, ze w przeciwienstwie do formy monomerycznej (H4), oddzialywania van der Waalsa
stanowig glowny typ oddziatywan stabilizujacych wewnetrznie peptydy amyloidu B. Niezmienne w
stosunku do monomerycznej formy pozostato to, ze oddzialywania tetrameru AP42 z woda
stanowig dominujacy wkiad do jego energii, a zatem dominujacy czynnik wptywajacy na strukturg.
Oddziatywania czterech tancuchéw wycietych z protofibrylarnej formy amyloidu B (2NAO) z woda
sg porownywalne do oddzialywan formy tetramerycznej uzyskanej z symulacji gruboziarnistych,
jednak charakteryzuja si¢ silnym elektrostatycznym odpychaniem si¢ tancuchoéw amyloidu B, ktore
jedynie w nieznacznej czgsci rownowazone jest przez oddzialywania van der Waalsa. Zachowanie
te wskazuje na potencjalng niestabilnos$¢ struktury tak otrzymanego modelu tetrameru amyloidu p.
W przypadku modeli tetramerycznych uzyskanych z symulacji w gruboziarnistym polu sitowym
UNRES, wewnetrzne oddzialywania elektrostatyczne sa zazwyczaj bliskie zeru, natomiast
oddziatywania van der Waalsa sg okolo dwukrotnie silniejsze niz w modelu otrzymanym na
podstawie struktury protofibryla. Ponadto, ze wzgledu na duzo silniejsze oddziatywanie z woda,
tetramer AP42 posiada mniejszg zawartos¢ struktur typu B, a rozktad tadunkow jest w nim bardzie;j
izotropowy niz w fibrylach.

H4. Ocena mozliwosci pelnoatomowych pdl silowych i wplywu oddzialywan réznego typu na
monomeryczng forme¢ amyloidu

Roéwnolegle do badan w reprezentacji gruboziarnistej, przeprowadzitem szeroko zakrojone
analizy z wykorzystaniem petnoatomowych pol sitowych. Wybratem do tego celu niewielki uktad,
ktorego przestrzen konformacyjng mozna efektywnie przeszuka¢ podczas obliczen
uwzgledniajacych wszystkie atomy - monomeryczng form¢ amyloidu B, zbudowang z 42 reszt
aminokwasowych. Peptyd ten nie posiada eksperymentalnie rozwigzanej struktury ze wzgledu na
swoj inherentnie nieuporzadkowany charakter (IDP), a jednocze$nie odgrywa istotng role w
rozwoju choroby Alzheimera, ktorej towarzyszy obecnos$¢ toksycznych form oligomerycznych i
fibrylarnych amyloidu f.

Celem badan byta nie tylko ocena zdolno$ci popularnych pelnoatomowych pdl sitowych do
prawidtowego przewidywania zespotu konformacyjnego monomeru amyloidu f, ale takze
okreslenie wplywu metody probkowania przestrzeni konformacyjnej oraz poszczegélnych
sktadowych energetycznych na stabilizacje lub destabilizacje peptydu. W tym celu wybratem pigé
powszechnie stosowanych petnoatomowych pdl sitowych: trzy z rodziny Amber (uniwersalne pola
sitowe: ff99SB 1 f{f14SB oraz pole silowe dedykowane biatkom nieustrukturyzowanym:
ff14SB_IDPs) i dwa z rodziny CHARMM (CHARMM36 i CHARMM36m, z ktérych to drugie
zawiera drobne poprawki wzgledem pierwszego, majace na celu zwigkszenie doktadnosci symulacji
uktadoéw zaréwno zwinigtych, jak i nieustrukturyzowanych).

Przeprowadzone symulacje jednoznacznie wykazatly, ze nowsze wersje pol sitowych cechuja
si¢ wyzsza doktadno$ciag w przewidywaniu struktury peptydu w poréwnaniu z dostepnymi danymi
eksperymentalnymi, takimi jak zakresy obecnosci struktur drugorzedowych, promien zyracji czy
warto$ci przesunig¢ chemicznych. Najgorsze wyniki uzyskano dla najstarszego z testowanych, lecz
wcigz popularnego pola sitowego ff99SB, ktére m.in. znaczaco przeszacowato zawarto$¢ struktury
B (34.0 £ 7.0%).

Poréwnanie wynikéw symulacji dynamiki molekularnej z wymiang replik (48 trajektorii w
zakresie temperatur 278.00-373.77 K, kazda o dlugosci 0.6 ps, taczny czas symulacji 28.8 ps dla
jednego pola sitowego) z pojedyncza 10 us trajektorig klasycznej dynamiki molekularnej pokazato,
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ze ulepszone probkowanie w kazdym przypadku poprawia zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi.
Sredni  wspotczynnik korelacji przewidywanych przesunigé chemicznych wzgledem wartosci
eksperymentalnych wyniost ponizej 0.90 (0.845-0.898) dla klasycznych pol sitowych przy
probkowaniu pojedyncza trajektorig (Amber ff99SB, ff14SB i CHARMM36), wyraznie wzrastajac
po zastosowaniu dynamiki molekularnej z wymiang replik (0.903-0.945). Poprawa zgodnosci
wynikéw symulacyjnych z danymi eksperymentalnymi nastgpita rowniez dla nowszych pol
sitowych, cho¢ nie byta az tak znaczaca, co wskazuje, ze dokladniejszy opis uktadu ulatwia
uzyskanie wynikow bliskich rzeczywistosci bez konieczno$ci stosowania technik poprawiajacych
probkowanie. Jednocze$nie sugeruje, ze nowsze pola sitowe prawidtowo opisuja niewielkie bariery
energetyczne pomigdzy réznymi konformacjami nieustrukturyzowanej monomerycznej formy
amyloidu B, umozliwiajac ich przekraczanie nawet przy uzyciu klasycznych symulacji dynamiki
molekularne;.

Przeprowadzone badania ujawnity takze, ze pola sitowe Amber i CHARMM bazuja na
odmiennych zatozeniach. O ile w przypadku pdl sitowych Amber wlasciwosci uktadu zaleza
gtéwnie od oddziatywan wewnatrz peptydu, to w polach sitowych CHARMM kluczowa role
odgrywaja oddzialywania peptyd-woda (Rysunek 5), niezaleznie od zastosowanej metody
probkowania. Silniejsze oddzialywanie amyloidu B z rozpuszczalnikiem w polach sitowych
CHARMM prowadzi do tego, ze peptyd jest mniej stabilny i bardziej hydrofilowy w poréwnaniu do
pol Amber. Warto tez zauwazy¢, ze dla monomerycznej formy amyloidu f dominujgcy wkiad do
energii potencjalnej maja oddzialywania elektrostatyczne, o rzad wielkosci wigksze od oddziatywan
van der Waalsa.
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Rysunek 5. Wizualizacja réznic we wktadach energii oddzialywan w obrebie peptydu oraz peptydu
z woda w przeprowadzonych symulacjach klasycznej dynamiki molekularnej (CMD) 1 dynamiki
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molekularnej z wymiang replik (REMD). Obrazek z pracy H4. Pozyskano prawa do reprodukcji
(reprinted with permission from J. Chem. Phys. 151, 055101 (2019). Copyright 2024 AIP
Publishing, licencja 5744180590277).

Co ciekawe, pomimo zupeklnie réznych rozkladéow poszczegdlnych sktadowych energii
potencjalnej, przektadajacych si¢ na odmienne tendencje amyloidu B do przyjmowania konformacji
rozwinigtych, analiza skupien struktur odpowiadajagcych minimom energii swobodnej wykazatla
bardzo duze podobienstwo reprezentatywnych konformacji (najczesciej wystepujacych form
metastabilnych) uzyskanych dla p6l sitowych Amber ff14SB i CHARMM?36m (Rysunek 6).

CHARMM36m CMD, CHARMM36m REMD
25 6 _ ) ) I 6
EZO 5 ‘ + 4 ) 'I 5
&’15 4 . | A
510 15 20 25 2 ~ 510 15 20 25 2

RMSD [A] / . RMSD [A]

Pglc‘nber FF14SB CMD~—~

~
A Agglber FF14SB REMQ
25 6 25 6
EZD S EZD 5
T 4 g 4
3 3
2 2

15 - - _; oo

5 10 15 20 25
RMSD [A]

5 10 15 20 25
RMSD [A]

Rysunek 6. Wizualizacja rdéznic we wilasciwosciach strukturalnych amyloidu [ w
przeprowadzonych symulacjach klasycznej dynamiki molekularnej (CMD) i dynamiki molekularnej
z wymiang replik (REMD) wraz z przedstawieniem w reprezentacji typu wstazka struktur
reprezentatywnych dla pol sitowych CHARMM 1 Amber. Rysunek z pracy H4. Pozyskano prawa do
reprodukcji (reprinted with permission from J. Chem. Phys. 151, 055101 (2019). Copyright 2024
AIP Publishing, licencja 5744180590277).

Przeprowadzone badania potwierdzily dotychczasowe obserwacje, Zze zastosowanie
dynamiki molekularnej z wymiang replik poprawia zdolnos¢ pol sitowych do odnajdywania
najbardziej prawdopodobnych konformacji amyloidu . Okazalo si¢ jednak, ze wykorzystanie
nowszych pdl sitowych lub po6l dedykowanych biatkkom nieustrukturyzowanym zwigksza
efektywno$¢ probkowania, zmniejszajac roéznicg miedzy klasyczng dynamika molekularng a
wariantem z wymiang replik. Jest to istotna obserwacja, gdyz klasyczne symulacje dynamiki
molekularnej mozna z powodzeniem prowadzi¢ z wuzyciem kart graficznych (GPU),
przyspieszajacych obliczenia nawet 100-krotnie w stosunku do typowych procesorow (CPU),
podczas gdy ich zastosowanie w symulacjach z wymiang replik jest znaczaco utrudnione i daje
znacznie mniejszy wzrost wydajnosci. Ponadto, zwlaszcza w przypadku pola sitowego
CHARMM36m, dynamika molekularna z wymiang replik prowadzi prawdopodobnie do uzyskania
zbyt duzej liczby struktur mocno rozwini¢tych o wysokich wartosciach promienia zyracji.
Wykazatem zatem, Ze posrednie podejscie polegajace na przeprowadzeniu serii kilku niezaleznych,
lecz stosunkowo dtugich symulacji klasycznej dynamiki molekularnej, moze stanowi¢ optymalne
potaczenie efektywnos$ci przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej z wymaganiami sprz¢towymi i
czasowymi.
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Co wigcej, uzyskanie wynikow o duzej zgodno$ci z danymi eksperymentalnymi oraz
podobienstwo najbardziej prawdopodobnych struktur metastabilnych migdzy polami sitowymi
Amber i CHARMM jednoznacznie $wiadczy o przydatnosci tych metod do symulacji amyloidu f.
Wyniki te wskazuja, ze przy odpowiednim doborze pola sitowego i metody probkowania, symulacje
petnoatomowe moga dostarczy¢ wiarygodnych informacji na temat struktury i1 dynamiki
monomerycznej formy amyloidu B, co jest kluczowe dla zrozumienia mechanizméw agregacji tego
peptydu i jego roli w rozwoju choroby Alzheimera.

HS. Badania mechanizmu inhibicji agregacji amyloidu p na skutek oddzialywania z
alkaloidami izochinolinowymi

Kolejna praca stanowita teoretyczne wytlumaczenie eksperymentalnych obserwacji dotyczacych
réznego wplywu wybranych alkaloidow izochinolinowych na agregacje amyloidu .
Wspolpracujace w ramach projektu grupy wykonujace badania eksperymentalne, pod
przewodnictwem Giovanniego N. Roviello, okreslity, ze dwa podobne do siebie alkaloidy
izochinolinowe, sanguinaryna i koralina (Rysunek 7), maja zupetnie odmienny wplyw na agregacje
amyloidu B. Ot6z pierwsza z tych molekul posiada silne wtasciwosci inhibicyjne, a druga powoduje
przyspieszenie procesu agregacji.

S

H
H O

H
H,

Rysunek 7. Wzory strukturalne badanych molekul: sanguinaryny (lewy panel) i koraliny (prawy
panel); rysunki wlasne.

W celu wyjasnienia zaobserwowanych roznic we wplywie sanguinaryny 1 koraliny na
agregacje amyloidu 3, wykonalem seri¢ dokowan molekularnych tych molekut do otrzymanych we
wcezesniejszych badaniach form amyloidu B: trzech modeli reprezentatywnych monomeru (H4),
tetramerycznej (H3) 1 protofibrylarnej (ksztatt typu U (kod PDB: 2LMN) i ksztatt typu LS (kod
PDB: 2MXU)). Wykonane przeze mnie badania wykazaly, ze obie molekuty wigzg si¢ do
wszystkich form amyloidu B z poréwnywalna sila oraz tworza podobne typy oddziatywan,
potwierdzajac obserwacje eksperymentalne, nie tlumaczac jednak odmiennego wplywu na
agregacj¢ amyloidu f. Gléwng zaobserwowang rdznica w wigzaniu si¢ alkaloidow
izochinolinowych z réznymi formami amyloidu B jest rézna liczba miejsc, w ktorych si¢ wigza -
sanguinaryna dokuje si¢ duzo bardziej selektywnie niz koralina, ktéra moze oddziatywa¢ z bardziej
zréznicowanymi fragmentami amyloidu . Przeprowadzone nastepnie symulacje dynamiki
molekularnej dla sanguinaryny 1 koraliny oddzialujacej z dwoma modelami protofibryli
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potwierdzity niemal identyczne warto$ci energii swobodnej oddzialywania, wskazujac ze obie
molekuly silnie oddziatluja z amyloidem f.
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Rysunek 8. Przedstawienie uktadu poczatkowego sktadajacego si¢ z 12 tancuchow amyloidu B
(struktury “szkieletowe” w 12 kolorach) wraz z czgsteczkami wody (mate ciemne kule),
przeciwjonami (szare kule) i badanymi alkaloidami izochinolinowymi (fioletowe kule; lewa czes¢
rysunku) oraz schematyczna wizualizacja oddzialywan miedzy amyloidem [ a wybranym
alkaloidem izochinolinowym (prawa cze$¢ rysunku). Rysunki z pracy HS. Pozyskano prawa do
reprodukcji (reprinted with permission from Chemico-Biological Interactions Volume 334, 25
January 2021, 109300. Copyright 2024 Elsevier).

Aby pozna¢ mechanizm wpltywu molekul na agregacje amyloidu B przeprowadzitem
symulacje dynamiki molekularnej dla uktadu sktadajacego si¢ z 12 tancuchow amyloidu B
umieszczonych w proporcji 1:1 z sanguinaryng i koraling (Rysunek 8). Poczatkowe utozenie
molekut zostato specjalnie przygotowane w taki sposob aby wszystkie komponenty uktadu byty od
siebie oddalone o co najmniej 8 A, aby umozliwi¢ wystapienie rotacji molekut przed potencjalng
asocjacj3. Konieczne jest zaznaczenie, ze otrzymane st¢zenie amyloidu f w symulacjach dynamiki
molekularnej jest wyzsze niz te stosowane w badaniach eksperymentalnych, jednak nie znajduje si¢
on w fazie szkla. Stosowanie tak duzego zageszczenia amyloidu f miato bezposredni zwigzek z
czasem symulacji, ktory aby uchwyci¢ warunki fizjologiczne (patologiczne) musialby by¢ rzedu
godzin 1 dni, ktore s3 nicosiggalne obliczeniowo nawet przy uzyciu metod gruboziarnistych,
natomiast zwigkszenie st¢zenia umozliwito uzyskanie réznic w zachodzeniu poczatkowych etapow
procesu agregacji w skali mikrosekund. Analiza symulacji wykazata, ze sanguinaryna zwigksza
tendencje amyloidu  do tworzenia struktur helikalnych, zmniejszajac jednoczesnie jego tendencje
do tworzenia struktur typu B co jest przeciwstawne do wplywu koraliny. Wczes$niejsze badania
wykazaly, ze zawarto$¢ struktury typu B w formach monomerycznych i malych oligomeréw jest
kluczowym czynnikiem wpltywajacym na szybko$¢ agregacji'®. Co ciekawe analiza otrzymanych
form oligomerycznych wykazata, ze tetramery i heptamery stanowia dominujace typy oligomerow
przy nieobecnosci alkaloidow izochinolinowych, potwierdzajac wykorzystane przez nas uprzednio
zatozenie, ze formy tetrameryczne stanowig wazny etap agregacji amyloidu B (H3), podczas gdy
obecnos¢ koraliny w symulacjach agregacji zmniejsza tendencje amyloidu 3 do tworzenia struktur
oligomerycznych wyzszych rzedow.
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H6. Otrzymanie i badania strukturalne heterodimeru a-synukleiny i amyloidu 42

Nastgpnym  krokiem bylo zbadanie mozliwosci oddziatywania migdzy inherentnie
nieuporzadkowanymi formami monomerycznymi a-synukleiny (o-Syn) i amyloidu 3 42 (Ap42)
oraz wptywu tych oddziatywan na ich struktur¢ i dynamike¢ oraz poréwnanie do ich form
monomerycznych 1 homodimerycznych (H6). Dodatkowym celem byto dokonanie oceny
mozliwo$ci symulacji dynamiki molekularnej przy wykorzystaniu niejawnego (z ang. “implicit”) i
czasteczkowego modelu wody w popularnych polach sitowych Amber i CHARMM. Pierwszy typ
rozpuszczalnika umozliwit na wykorzystanie metody dynamiki molekularnej z wymiang replik,
podczas gdy symulacje z wodg czasteczkowa wykonywane byly w klasycznym wariancie dynamiki
molekularnej, jednak z wykorzystaniem kart graficznych (GPU), ktore znaczaco przyspieszyly
wykonywane symulacje.

W celu osiaggniecia mozliwie dobrego probkowania przestrzeni konformacyjnej, symulacje
heterodimeru o-synukleiny-AB42 rozpoczgliSmy od wygenerowania 20 jak najbardziej
zréznicowanych potozen poczatkowych czasteczek wzgledem siebie, uzywajac do tego celu
poczatkowych algorytmoéw uzywanych w opracowanej przeze mnie metodzie UNRES-Dock (H12)
(Rysunek 9). Uzycie polaczenia metody dynamiki molekularnej z wymiang replik z réznorodnymi
strukturami poczatkowymi zaowocowatlo mozliwoscig dysocjacji niestabilnych orientacji w
replikach charakteryzujacych si¢ wysoka temperaturg, a zatem takze energig kinetyczng, i
uzyskaniem zbiezno$ci symulacji w ciggu tacznego czasu wynoszacego 40 us (20 replik, kazda po 2
us).

a-Synuclein ’ Ap42

A

Rysunek 9. Wizualizacja struktur a-synukleiny (lewe panele), amyloidu B (srodkowe panele) oraz
ich heterodimeru (prawe panele): poczatkowe (gorny rzad) i najbardziej prawdopodobne na
podstawie analizy symulacji (dolny rzad). Synteza dwoch rysunkow z pracy H6. Wykorzystano i
zmodyfikowano na podstawie licencji CC BY 4.0.
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Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, Zze wybrane pole sitowe pelnoatomowe z
modelem niejawnego rozpuszczalnika (AMBER f{f14SBonlysc z modelem GB-Neck2) miato
tendencj¢ do generowania zbyt zwartych 1 ustrukturyzowanych konformacji, co byto szczegdlnie
widoczne w przypadku monomerycznej formy o-synukleiny. Jednak dla heterodimeru
a-synukleiny-AB42 najbardziej prawdopodobna struktura pozostawata stabilna zarowno w
symulacjach z niejawnym, jak i jawnym rozpuszczalnikiem przy uzyciu pdl sitowych AMBER
ff14SBonlysc z modelem GB-Neck2 oraz AMBER-FB15 i CHARMM36m, a otrzymane zestawy
struktur monomerycznej formy AP42 miescily si¢ w zakresach danych obserwowanych w
poprzednich badaniach eksperymentalnych i teoretycznych.

Dodatkowo, przeprowadzilem analiz¢ poréwnawcza wplywu AP42 na sklonnos¢
a-synukleiny do agregacji w symulacjach z niejawnym i czasteczkowym modelem rozpuszczalnika.
Wykazatem, ze obecno$¢ AP42 znaczaco zwigksza zawarto$¢ struktur typu f w a-synukleiny w
symulacjach z jawnym rozpuszczalnikiem, co jest zgodne z danymi eksperymentalnymi
wskazujagcymi na przyspieszenie agregacji o-synukleiny przez AP42. Efekt ten nie byt
obserwowany w symulacjach z niejawnym rozpuszczalnikiem, co dodatkowo potwierdza znaczne
przeszacowanie stabilnosci monomerycznej formy a-synukleiny w tym podejsciu.

Aby  zidentyfikowa¢  najbardziej  prawdopodobng  konformacj¢  heterodimeru
a-synukleiny-AB42, przeprowadzitem dokladng analize istotnych wiasciwosci strukturalnych i
fizykochemicznych zaréwno dla struktur monomerycznych, jak i heterodimerycznych. Otrzymane
wyniki wykazaly, ze wigzanie si¢ czasteczek znaczaco wplywa na ich ruchliwos$¢ i elastycznosé. Co
ciekawe, odkrytem takze, Zze obecno$¢ a-synukleiny wywiera znacznie wigkszy wplyw na
konformacje AP42 niz w przypadku sytuacji odwrotnej, co przypisuj¢ hydrofobowemu
charakterowi oddzialtywan miedzytancuchowych oraz jej wigkszemu rozmiarowi.

Podkreslajac kluczowa role modeli wody w modelowaniu agregacji bialek, wykazatem, ze
wplyw AP42 na sktonnos¢ a-synukleiny do agregacji jest doktadnie uchwycony przez modele wody
czasteczkowej, ale nie przez niejawne. Obserwacja ta potwierdza wczesniejsze doniesienia (H3 i
H4) o bardzo duzym wptywie oddziatywan biatko-rozpuszczalnik, szczeg6lnie na struktury bialek
nie posiadajacych stabilnej struktury drugorzedowej w warunkach fizjologicznych, takich jak
badane monomery AB42 i a-synukleiny.

Uzywajac metody MM-PBSA do oszacowania energii swobodnej wigzania migdzy
molekutami na podstawie trajektorii dynamiki molekularnej, poroéwnatem heterodimer
a-synukleiny-AP42 z modelami homodimerow AB42 i a-synukleiny wykazujac, ze wigze si¢ on
okoto dwa razy silniej niz struktury dimeryczne AP42, ale nieco slabiej niz homodimer
a-synukleiny. Sugeruje to, ze a-synukleina i AB42 moga rzeczywiscie tworzy¢ stabilne kompleksy,
potencjalnie stuzace jako “zarodki” dla struktur fibrylowych i konkurujace z procesem agregacji
AP42.

Wykonane symulacje dynamiki molekularnej heterodimeru a-synukleiny-Ap42 ujawnity
takze, ze fragmenty 16-19 1 29-34 APB42 sa najbardziej zaangazowane w tworzenie oddzialywan z
a-synukleing, co jest zgodne z regionami [-spinki w peptydach 1 oligomerach Ap42
zidentyfikowanymi we wcze$niejszych badaniach."* Moje ustalenia sg rowniez zgodne z
poprzednimi przewidywaniami wykonanymi poprzez symulacje dynamiki molekularnej metoda
dyskretng (DMD) wskazujacymi miejsca oddziatywania a-synukleiny-Ap42."

Podsumowujac, w pracy H6 wykazatem mozliwo$¢ tworzenia stabilnych heterodimeréw
a-synukleiny-Ap42, ktére moga odgrywac istotng rol¢ we wczesnych etapach agregacji tych biatek
zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi. Udostepniona przeze mnie struktura (w formacie
pliku PDB) najbardziej prawdopodobnego heterodimeru a-synukleiny-AB42 moze by¢
wykorzystana do dalszych badan nad strukturg, dynamika i1 projektowaniem potencjalnych
inhibitorow agregacji tych biatek.
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H7. Badanie wplywu jonéw metali na blony lipidowe z uwzglednieniem obecnosci amyloidu £

W kolejnym badaniu pokazatem, ze proste modele moga zosta¢ skutecznie wykorzystane do
pokazania skomplikowanych zjawisk fizycznych. W ramach projektu okreslone zostato
powinowactwo oraz bariery energetyczne zwigzane z penetracja modelu homogenicznej blony
lipidowej przez r6zne mono- i biwalentne jony metali oraz réznice konformacyjne tetramerycznych
form amyloidu B zar6wno w obecnosci, jak i bez bton lipidowych oraz jonéw miedzi.

W tej pracy zastosowalem niedawno zaproponowany bardziej realistyczny model
dwuwarto$ciowych kationow wykorzystujacy potencjaty 12-6-4 zamiast typowych potencjatow
12-6, zwanych potencjalem Lennarda-Jonesa, do okreslenia powinowactwa jonéw do dwuwarstwy
czasteczek di-mirystoilofosfatydylocholiny (DMPC). Model ten czgsciowo niweluje problemy
wynikajace z punktowego traktowania tadunkéw jondw i powinien pozwoli¢ na dos¢ dobry opis
zmian w hydratacji natadowanych i polarnych grup przy wigzaniu kationow do atoméw lipidow.

Badania te skladaty si¢ z szeregu symulacji dynamiki molekularnej w wariancie klasycznym
i z prébkowaniem typu parasola (z ang. umbrella sampling). W pierwszym kroku utozytem
wzgledem siebie modele dimerow amyloidu  niezawierajacych jonow miedzi oraz z jonami miedzi
na jak najbardziej zréznicowane sposoby, przy wykorzystaniu uproszczonego protokotu
UNRES-Dock (H12). Tak otrzymane 128 roznych potozen poddalem symulacjom pelnoatomowe;j
dynamiki molekularnej, a nastgpnie uzywajac energii wigzania migdzy dimerami jako kryterium
wstepnej selekcji, wykonatlem analizg¢ skupien podzbioru struktur w celu wytypowania pigciu
najbardziej prawdopodobnych modeli tetrameru amyloidu . Tak otrzymane modele tetramerow
amyloidu B umiescitem w poblizu homogenicznego modelu dwuwarstwy lipidowej 1
obserwowalem jak obecno$¢ btony wptywa na strukture i stabilno$¢ tetrameréw amyloidu B oraz
jak te oddziatlujg i wptywaja na blong lipidowa. Poniewaz wigzanie jonow miedzi, wystgpujacych w
wysokich stgezeniach w otoczeniu blon synaptycznych, jest istotne zaréwno dla stabilno$ci
tetrameréw amyloidu B, jak i blon lipidowych, w drugim kroku przeprowadzitem symulacje
probkowania parasolowego (z ang. “umbrella sampling”) oraz klasyczne symulacje dynamiki
molekularnej dla okreslenia pozycji oraz barier energetycznych towarzyszacych penetracji blony
lipidowej przez mono- i biwalentne jony metali. Na podstawie wykonanych symulacji wykonatem
analiz¢ wazonych histograméw 1 wyznaczylem potencjal Sredniej sity oddziatywania z btong
lipidowa (Rysunek 101 11).
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Rysunek 10. Wykresy przedstawiajace roznice w probkowaniu odlegltosci migdzy jonami
metali a §rodkiem btony lipidowej dla klasycznych symulacji dynamiki molekularnej (MD) -
rozktad zblizony do rozktadu Gaussa oraz metody probkowania parasolowego (umbrella
sampling) wykorzystywanej w obliczeniach potencjatu $redniej sity (PMF). Rysunki
nieopublikowane.
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Rysunek 11. Wykresy potencjalow sity sredniej w funkcji odlegtosci wybranych jonow metali od
srodka bton lipidowych: DMPS (gorna czes¢ rysunku) i DMPC (dolna cze$¢ rysunku). Rysunki
nieopublikowane.
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Analiza wykonanych symulacji wykazata, ze jony Cu®* zachowujg si¢ podobnie do jonow
Ca’" pod wzgledem rodzaju oddziatywan z DMPC i sily wigzania. Natomiast jony Mg, Fe*" i Zn**
silniej utrzymuja swoje sfery hydratacyjne, wykazujac stabsze oddziatywania z dwuwarstwa
lipidowa. Zauwazylem takze, ze obecno$¢ jonow miedzi oddziatujacych z amyloidem B powoduje
zmniejszenie stabilno$ci tetramerow AP42. Interesujace jest, ze tetramery AP42 bez zwigzanego
jonu miedzi oddzialuja silniej z glowami lipidow DMPC, wykazujac mozliwo$¢ dotarcia do
regiondw wigzacych jony i potencjalnej ekstrakcji dwuwarto§ciowych kationéw z interfejsu
lipid-woda. Chociaz gleboko$¢ penetracji jest zblizona do tej osigganej przez formy monomeryczne
AB42 (P13), to wpltyw tetrameru na wilasciwosci blony jest wigkszy niz w przypadku monomeru
AP42. Natomiast gdy tetramery APB42 maja zwigzane jony miedzi, ich sktonnos¢ do oddzialywania
z interfejsem lipidy-woda staje si¢ mniejsza. Efekt ten jest szczegdlnie widoczny, gdy jony miedzi
tworza mostki migdzy peptydami, laczac je w zwigzane ze sobg dimery, w przeciwienstwie do
sytuacji, gdy jony miedzi wystepuja jedynie w obrgbie pojedynczych dimerdw.

Podsumowujgc, wykonane badania wskazuja, ze tworzenie kompleksow miedzi z ré6znymi
formami oligomerycznymi AP42 moze chroni¢ btony lipidowe przed destabilizacjg i utlenianiem
przez wolne kationy dwuwartosciowe, ktorych wysokie stezenie wystepuje w otoczeniu synaps, a
uwalnianie nieustrukturyzowanych peptydow AP moze by¢ mechanizmem przywracania
homeostazy jonowej i bton lipidowych. Z drugiej strony zauwazyliSmy, ze jony miedzi skutecznie
ograniczaja mozliwo$¢ penetrowania blony lipidowej przez tetrametyczng forme amyloidu 3, zatem
jednoczesna obecnos¢ jonow miedzi i peptydow AP niweluje negatywny wplyw na btony lipidowe,
obserwowany w obecnosci jedynie jednego typu czasteczek.

HS8. Wplyw skladu blony lipidowej na herpeswirusowe bialtka UL49.5

Herpeswirusowe biatka UL49.5 stanowig interesujacy przedmiot badan ze wzglgdu na ich zdolnos¢
do omijania odpowiedzi immunologicznej gospodarza poprzez blokowanie transportu peptydow
przez biatko TAP (transporter zwigzany z przetwarzaniem antygenow) do kompleksu MHC-1.
Wykonane przez nas wczesniejsze badania eksperymentalno-teoretyczne wykazaty, ze biatko
UL49.5 z BoHV-1 (bydlgcego herpeswirusa 1) zawiera specjalne rejony kotwiczace je w btonie,
ktore po zmutowaniu powodujg znaczgce zmiany strukturalne i utrate wtasciwosci inhibicyjnych
TAP (P16). Pomimo uzyskania bardzo dobrej zgodnosci badan eksperymentalnych i teoretycznych
osiggnietej w tamtej pracy (P16), nalezy zauwazy¢, ze zostaly wykonane one przy uzyciu prostego
homogenicznego modelu btony lipidowej POPC, ktory nie oddaje wlasciwosci fizykochemicznych
bton retikulum endoplazmatycznego (ER), w ktorej wystepuja ludzkie biatka TAP. Z tego powodu
w kolejnym projekcie (H8) wykonaliSmy badania przy uzyciu modelu btony lipidowe;j
zawierajacego dwa typy ogonow (DM i PO) oraz trzy typy gtow lipidowych (nienatadowane PC i
PE oraz natadowane PS), ktore odzwierciedlaja fizjologiczny sklad blony retikulum
endoplazmatycznego: POPC (1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny), POPE

(1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfoetranoloamina), POPS
(1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfol-seryna), DMPC
(1,2-dimiristoilo-sn-glicero-3-fosfocholina), DMPE
(1,2-dimiristoilo-sn-glicero-3-fosfoetranoloamina) 1 DMPS

(1,2-dimiristoilo-sn-glicero-3-fosfol-seryna).

Jednoczesnie, po raz pierwszy w literaturze, otrzymaliSmy eksperymentalne struktury
fragmentow biatka UL49.5 z HSV-1 (ludzkiego herpeswirusa 1), ktére poddatem, na wzor
eksperymentu, symulacjom dynamiki molekularnej w miceli (Rysunek 12). Badania NMR
wykazaly, ze N-terminalny fragment biatka UL49.5 z HSV-1 przyjmuje wysoce elastycznag,
nieuporzadkowang struktur¢ w czesci pozakomorkowej z powodu obecnosci duzej liczby reszt
proliny 1 glicyny. Z kolei region transblonowy sktada si¢ z pojedynczej dilugiej helisy o, w
przeciwienstwie do homologu z BoHV-1, ktory zawiera dwie krotsze helisy zorientowane pod
katem 90°.
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Rysunek 12. Wizualizacja eksperymentalnie wyznaczonej czesci biatka UL49.5 podczas symulacji
dynamiki molekularnej w miceli DPC (micela zostata przedstawiona w formie powierzchni
dostepnej dla rozpuszczalnika, gdzie szary i czerwony kolor przedstawia odpowiednio atomy
wodoru 1 tlenu eksponowane do rozpuszczalnika, a peptyd zostal przedstawiony w reprezentacji
typu wstazka w kolorach teczy) (gorna lewa czg¢s$¢ rysunku); wykresy RMSD, Rg 1 odlegtosci od
srodka micelu dla dwodch czesci biatka UL49.5 podczas symulacji dynamiki molekularnej w miceli
DPC (dodecylofosfocholiny) (prawa czg$¢ rysunku) oraz przedstawienie ekspozycji do
rozpuszczalnika poszczegoélnych czesci peptydu. Czgs$¢ rysunku z pracy H8. Wykorzystano na
podstawie licencji CC BY 4.0 Deed.

Otrzymane w wyniku symulacji dynamiki molekularnej w miceli rownowagowe formy
struktur fragmentéw N- i C-terminalnych bialka polaczylem ze soba w celu odtworzenia kompletnej
struktury biatka UL49.5 z HSV-1. Tak otrzymany model biatka umiescitem w heterogeniczne;j
btonie lipidowe] opisanej powyzej 1 poddalem go seriom symulacji dynamiki molekularnej, a
otrzymane wyniki bazujace na uzbieznionych czg$ciach trajektorii porownatem z biatkiem UL49.5
z BoHV-1 (Rysunek 13). Wykonane symulacje wykazaly, ze szczego6lnie biatko z BoHV-1
wykazuje wysoka specyficzno$¢ do wigzania si¢ z jednym typem lipidow — naladowanymi glowami
PS, co powoduje dodatkowa stabilizacj¢ struktury fragmentu N-terminalnego tego biatka w
stosunku do symulacji w homogenicznym modelu POPC. Ponadto biatko UL49.5 z BoHV-1
wykazuje wigksze powinowactwo do blony retikulum endoplazmatycznego i tworzy wigcej
oddzialywan z glowami lipidowymi w poréwnaniu z biatkiem z HSV-1.
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Rysunek 13. Wizualizacja opracowanego modelu uktadu biatka UL49.5 z herperwirusa HSV-1
(rozowe kule) w heterogenicznym modelu btony lipidowej (r6zne gltowy lipidowe zostaty
oznaczone roznokolorowymi kulami), otoczonego jonami Na®, CI° (odpowiednio jasno- i
ciemnoszare kule) 1 woda (cienkie linie) w pudetku periodycznym (zielony obrys). Rysunek stanowi
fragment abstraktu graficznego w pracy H8. Wykorzystano na podstawie licencji CC BY 4.0 Deed.

Analiza dynamiki biatka UL49.5 z HSV-1 wykazata bardzo duza ruchliwo$¢ fragmentu
N-terminalnego z powodu obecnosci licznych reszt glicyny i1 proliny, ktéra zapewne stanowi
przyczyne utraty zdolnosci do inhibicji biatka TAP (Rysunek 14). Biatko z HSV-1 posiada takze
dluga 1 sztywna helis¢ transblonowa, ktéra w przeciwienstwie do dwoch helis transbtonowych
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polaczonych elastycznym lacznikiem (petla) w biatku UL49.5 z BoHV-1, gorzej pasuje do biatka
TAP. Dodatkowo, fragment C-terminalny biatka UL49.5 z BoHV-1 wystaje po luminalnej stronie
btony, podczas gdy w HSV-1 jest on calkowicie zaglebiony w dwuwarstwie lipidowe;.
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Rysunek 14. Wizualizacja struktur reprezentatywnych biatek UL49.5 z herpeswirusow BoHV-1 i

HSV-1 (gorna czg$¢ rysunku) i wykresy odleglo$ci $redniej (czerwona linia), odchylenia

standardowego (pomaranczowy kontur) i zaobserwowanych warto$ci minimalnych-maksymalnych

(z6tty kontur) od srodka btony lipidowej (dolna cze$¢ rysunku). Rysunek z pracy H8. Wykorzystano
na podstawie licencji CC BY 4.0 Deed.

Porownujac strukture fragmentu N-terminalnego obu biatek, wida¢ wyraznie, ze UL49.5 z
BoHV-1 tworzy helis¢, podczas gdy UL49.5 z HSV-1 przyjmuje gltéwnie nieuporzadkowang
struktur¢ z pojedynczym i niezbyt stabilnym skretem o-helisy. Ponadto, analizujac ruchliwos$¢ tej
czesdci obu biatek, mozna zauwazy¢, ze UL49.5 z BoHV-1 tworzy stabilng helis¢ N-terminalng o
niewielkiej ruchliwo$ci, ktéra ulega czgsciowej deformacji w hydrofilowej czes$ci btony 1 jest
utrzymywana w btonie przez zakotwiczenie resztami aminokwasowymi 30RRE32. W przypadku
biatka z HSV-1, fragment N-terminalny jest niezwykle elastyczny z powodu licznych reszt Gly 1
Pro. Tworzy on zmienne struktury podczas symulacji dynamiki molekularnej i orientuje si¢ w
roznych kierunkach wzgledem powierzchni btony. N-terminalna czg$¢ biatka UL49.5 z HSV-1 nie
posiada reszt kotwiczacych cate biatko w blonie, jak ma to miejsce w przypadku biatka z BoHV-1.
Jest to kolejna istotna réznica w strukturze, zachowaniu i skrajnie odmiennej aktywnos$ci
biologicznej obu biatek kodowanych przez rézne wirusy.
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Analiza strukturalna biatka UL49.5 kodowanego przez oba wirusy pokazuje znaczace
réznice w budowie i zachowaniu czesci transblonowej. Biatko UL49.5 z BoHV-1 ma dwie krétkie
a-helisy utozone pod katem okoto 90° wzgledem siebie, podczas gdy to kodowane przez HSV-1 ma
jedna dluga helis¢ transblonows jednak fluktuacje tej czgsci biatka z obu wiruséw sa podobne. Co
ciekawe, oba biatka w N-terminalnej cz¢séci helisy transblonowej zawierajg reszty prolin, ktore, jak
zostalo wykazane w poprzedniej pracy (P16), sa kluczowe dla aktywnosci biologicznej biatka
UL49.5 z BoHV-1. Z kolei nie jest pewne jak reszty prolin w tej pozycji w UL49.5 z HSV-1
wplywaja na aktywno$¢ biologiczng, wiadomo jednak na podstawie wykonanych symulacji, ze
usztywniajg pierwszy zwoj helisy transbtonowe;.

W poprzedniej pracy (P16) przeprowadziliSmy badania dynamiki molekularnej biatka
UL49.5 z BoHV-1 w prostym, homogenicznym modelu blony POPC. W poréwnaniu z wynikami
dynamiki molekularnej w wielosktadnikowym modelu blony retikulum endoplazmatycznego, nie
zauwazyliSmy znaczacych zmian w strukturze, z wyjatkiem C-terminalnej czgsci 93RGRG96
biatka. W dwuwarstwie POPC C-terminalny koniec biatka UL49.5 jest ukryty w btonie, podczas
gdy w wielosktadnikowym modelu blony ER ta czg$¢ bialka wystaje z blony po jej luminalne;j
stronie. Na podstawie wczesniejszych obserwacji ten motyw C-terminalny powinien aktywowac
calg $ciezke degradosomu. Poréwnujac strukture i utozenie C-terminalnej czgsci biatka UL49.5 z
obu wirusow, wida¢, ze C-terminalny koniec biatka UL49.5 z HSV-1, w przeciwienstwie do tego
biatka z BoHV-1, jest catkowicie ukryty w btonie. Ponadto biatko UL49.5 kodowane przez HSV-1
wykazuje znacznie wigkszg tendencje do oddziatywania z naladowanymi glowami lipidowymi PS
niz biatko UL49.5 kodowane przez BoHV-1. To kolejna réznica w strukturze obu bialek, ktora,
cho¢ niewielka, moze rowniez wplywac na ich odmienne wlasciwosci biologiczne.

Dotychczasowe badania podkreslajg rolg zakotwiczonej w btonie domeny N-terminalnej
biatka UL49.5 z BoHV-1 jako najwazniejszej czgSci w hamowaniu aktywnos$ci TAP. Wykazalismy
wczesniej (P16), ze domena N-terminalna zawiera motyw kotwiczacy PPQ, ktory jest niezbedny do
bezposredniego wigzania TAP lub regulacji konformacji UL49.5 wymaganej do wigzania TAP.
UL49.5 z HSV-1 ma nieustrukturyzowang, elastyczng domene¢ N-terminalng, ktorej brakuje motywu
podobnego do PPQ. Ponadto podczas dokowania biatka UL49.5 z HSV-1 do TAP za pomoca
serwera HDOCK okazalo si¢, ze wysoka elastyczno$¢ domeny N-terminalnej wydaje si¢ by¢
glowna przyczyng niepowodzenia w dopasowaniu przestrzennym biatek, a serwer automatycznie
obcigl 28 N-terminalnych reszt aminokwasowych (efekt ten nie byt obserwowany dla biatka
UL49.5 z BoHV-1).

Podsumowujac, nasze wyniki pokazuja, ze istnieje kilka czynnikéw przyczyniajacych si¢ do
braku wigzania si¢ UL49.5 z HSV-1 do TAP. Po pierwsze, dluga i sztywna helisa domeny
transbtonowej (TMD) HSV-1, w przeciwienstwie do BoHV-1, gorzej pasuje do czesci
transbtonowej biatka TAP. W przypadku biatka UL49.5 z BoHV-1 fragment transbtonowy jest
dhuzszy, co wymusza na biatku przybranie struktury dwoch potaczonych ze sobg krotszych helis
aby zmieséci¢ si¢ w blonie retikulum, a taki uklad helis prawdopodobnie umozliwia lepsze
dopasowanie do TAP. Po drugie, wysoce ruchoma cz¢$¢ N-terminalna biatka HSV-1, wzbogacona o
reszty Gly 1 Pro, czyni ja wysoce elastyczng. Ta elastyczno$¢, w potaczeniu z brakiem motywow
kotwiczacych, takich jak motyw PPQ wystepujacy w UL49.5 z BoHV-1, utrudnia czgsci
N-terminalnej biatka z HSV-1 zanurzenie si¢ w blonie w taki sam sposob, jak robi to biatko z
wirusa BoHV-1. Te roznice strukturalne, szczego6lnie elastyczno$¢ regionu N-terminalnego 1 brak
motywow kotwiczacych w HSV-1 z UL49.5, moga przyczynia¢ si¢ do jego niezdolnosci do
hamowania kompleksu TAP, w przeciwienstwie do biatka UL49.5 z BoHV-1.

H9, H10 i H11 Stabilnos¢ i wplyw wigzan disulfidowych na wybrane bialka zbadana przy
uzyciu modeli statycznych i dynamicznych.

Pomimo Ze wigzania disulfidowe obecne sa w ponad 20% bialek w bazie struktur biatkowych PDB,
ich rola jest czesto pomijana podczas badan eksperymentalnych i teoretycznych. Wynika to
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czg¢sciowo z powszechnego, lecz nie zawsze slusznego pogladu, ze wigzania disulfidowe pelnig
glownie funkcje stabilizatorow struktury biatka. Tymczasem wiadomo, ze redukcja jednego
wigzania disulfidowego nie zawsze obniza stabilno$¢ biatka, a dodanie nowego wigzania nie
zawsze ja zwicksza. Wigzania disulfidowe mogg pelic¢ takze inne role, jak utrzymywanie
sztywnos$ci, zapobieganie proteolizie enzymatycznej czy regulacja funkcji biatka. Niestety,
klasyczne pola sitowe nie umozliwiajg przeprowadzania reakcji chemicznych, takich jak tworzenie i
zrywanie wigzan disulfidowych miedzy tancuchami bocznymi cystein, w trakcie symulacji
dynamiki molekularnej. Jedyna mozliwoscia jest wstepne zdefiniowanie, ktdre cysteiny majag by¢
zwigzane mostkiem disulfidowym.

Poniewaz tworzenie zaré6wno natywnych jak i nienatywnych wigzan disulfidowych jest
naturalnym etapem zwijania cz¢s$ci biatek, takich jak np. rybonukleaza A, udoskonalitem metode
dynamicznego tworzenia i zrywania wigzan disulfidowych w gruboziarnistym polu sitowym
UNRES (H9) z dodatkowa bariera energetyczng uniemozliwiajaca tworzenie potrdjnych wigzan
disulfidowych (H10). Mozliwos¢ tworzenia takich niefizycznych oddziatywan pomigdzy trzema
tancuchami bocznymi cystein, nasladujacych wigzania disulfidowe, wynikata ze stosowania
uproszczonej, gruboziarnistej reprezentacji biatek. Opracowany potencjat wykorzystywal do
okreslenia mozliwosci tworzenia i1 zrywania wigzan disulfidowych odleglo$¢ oraz kat migdzy
tancuchami cystein znajdujacymi si¢ w swoim poblizu umozliwiajac regulowanie glebokosci studni
potencjatu, dopasowujgc zachowanie do badanych warunkéw redukcyjno-oksydacyjnych.

W nastepnym kroku przeprowadzitem testowe symulacje dynamiki molekularnej dla
wybranych biatek i mozliwosci prawidlowego ich zwini¢cia si¢ w trakcie symulacji, czyli
otrzymania struktury natywnej bialka w symulacji rozpoczynajacej si¢ od konformacji
rozciggnietej, w polu sitowym UNRES bez wigzan disulfidowych i ze statycznym i dynamicznym
ich traktowaniem (H9). Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze proste wiaczenie wigzan
disulfidowych w przypadku biatek nie zwinigtych nie poprawia znaczaco jakosci przewidywania
struktury, poniewaz biatka czgsto utykaja wtedy w konformacjach nienatywnych, blokowanych
energetycznie przez obecno$¢ wigzan disulfidowych, wytwarzajac na przykiad konformacje
splatane. Uzywanie dynamicznego opisu wigzan disulfidowych réwniez nie poprawia znaczaco
zdolnosci przewidzenia struktury natywnej biatek ze wzgledu na dhuzszy czas obliczen potrzebny
do przeprowadzenia zwinigcia wynikajacy m.in. z tworzenia si¢ nienatywnych wigzan
disulfidowych. Przeprowadzone badania wykazaty, ze badanie procesu zwijania biatek jest trudne,
natomiast obecno$¢ wigzan disulfidowych dodatkowo znaczaco zwigksza t¢ trudnos¢.

Z powyzszego powodu, opracowane rozszerzenie metody dynamicznego traktowania
wigzan disulfidowych wykorzystalem do przeprowadzenia szeregu symulacji dynamiki
molekularnej w roznych temperaturach obserwujac dynamike rybonukleazy A 1 stabilno$¢
poszczego6lnych wigzan disulfidowych. Wykonane badania wykazaly, ze termiczne rozwijanie
biatka nastepuje najczesciej przez zerwanie wigzania disulfidowymi migdzy resztami cysteiny
Cys40-Cys95 (Rysunek 15), ktore tacza dwie stabo ustrukturyzowane czgsci biatka. Co wigcej
fragmenty rybonukleazy A w otoczeniu reszty 40 1 95 wykazuja gléwnie odpychajace
oddziatywania, ktore w warunkach redukcyjnych prowadza do znaczacej destabilizacji wigzania
disulfidowego spinajacego je. Podobny mechanizm obnizonej stabilno$ci wystepuje w przypadku
wigzania disulfidowego miedzy resztami cysteiny Cys26-Cys84, jednak w tym przypadku
zmniejszenie stabilno$ci jest mniejsze, gdyz oba te fragmenty sg wysoce ustrukturyzowane i nie
charakteryzuja si¢ zbyt duza fluktuacja struktur drugorzgdowych, w sktad w ktérych wchodza, ani
jej zmian ich orientacji.
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Rysunek 15. Reprezentacja typu wstazka rybonukleazy A (gorna czg¢s¢ rysunku) 1 wykres procentu
trajektorii, w ktorych dane wigzanie disulfidowe bylo stabilne (dolna cz¢$¢ rysunku). Rysunek z
pracy H10. Pozyskano prawa do reprodukcji (reprinted with permission from J. Chem. Theory
Comput. 2017, 13, 11, 5721-5730. Copyright 2024 American Chemical Society).

W celu uzyskania kompletnego obrazu stabilnos$ci i funkcji wigzan disulfidowych w
rybonukleazie A, przeprowadziliSmy groboziarniste 1 pelnoatomowe symulacje sterowanej
dynamiki molekularnej (SMD), odpowiadajace eksperymentowi spektroskopii sit atomowych
(AFM) zwigkszajac w czasie odlegtos¢ migdzy N- 1 C-terminalnymi koncami biatka. Pierwszym
krokiem w tym kierunku byto wprowadzenie do petnoatomowego pola sitowego Amber potencjatu
umozliwiajace zrywania 1 tworzenie wigzan disulfidowych w trakcie symulacji, na podobienstwo
tego zaimplementowanego w gruboziarnistym polu sitowym UNRES. Ze wzgledu na
wykorzystanie reprezentacji pelnoatomowej, potencjal ten nie musiat zawiera¢ w sobie
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réznicowania ze wzgledu na kat walencyjny sasiadujacych cystein, a opieral si¢ jedynie na
odleglosci atomow siarki znajdujacych si¢ w grupach tiolowych tancuchéw bocznych.

Przeprowadzone gruboziarniste i pelnoatomowe symulacje rozciagania rybonukleazy A
cechowaty si¢ duzg zgodnoscig wzgledem siebie oraz wykazaty, ze stabilno$¢ tego biatka znaczaco
zalezy od warunkow redukcyjno-utleniajacych w jakich si¢ znajduje. Ponadto, wytypowalismy, ze
najbardziej wewngtrzene wigzanie disulfidowe Cys65-Cys72, bedace jednoczesnie wigzaniem
taczacym ze soba najbardziej lokalne fragmenty biatka, jest najbardziej stabilne i w trakcie
mechanicznego rozciggania biatka ulega rozerwaniu jako ostatnie. Obserwacja ta zostala nastgpnie
potwierdzona przez niezalezne badania eksperymentalne wykonane przez inng grupe badawczg.'®

Otrzymane profile sity stawianej przez biatko podczas rozciggania jasno pokazaty, ze
kazdemu zerwaniu wigzania disulfidowego podczas rozciggania biatka towarzyszy wzrost (tzw. pik)
sity oraz znaczace lokalne i globalne zmiany konformacyjne. Przeprowadzone badania dostarczyty
szczegdtowego wgladu w kluczowa rolg stabilizujgca wigzan disulfidowych oraz dynamike ich
zrywania podczas rozwijania rybonukleazy A, wykazujac dobra zgodno$¢ zaréwno miedzy
uzywanymi metodami, jak i z danymi eksperymentalnymi a opracowane modele dynamicznego
traktowania wigzan disulfidowych w trakcie symulacji dynamiki molekularnej umozliwiaja badanie
roznorakich procesow, w jakie zaangazowane sg biatka, takze tych trudnych do uchwycenia w
eksperymentach.

H12. Opracowanie metody UNRES-Dock do przewidywania struktur kompleksow
bialko-bialko i bialko-peptyd.

Kolejng pozadang funkcjonalno$cig brakujaca w pakiecie UNRES byta funkcja przewidywania
struktur kompleksow bialko-biatko 1 bialko-peptyd. Z tego powodu opracowalem protokoét
UNRES-Dock do przewidywania takich struktur, oparty o gruboziarniste symulacje dynamiki
molekularnej z wielokrotng wymiang replik (MREMD) (H12). Otrzymana metoda wykorzystywata
struktury peptydéw i biatek lub opcjonalnie sekwencje peptydéw do wygenerowania ,,chmury"
mozliwie roznorodnych potozen poczatkowych uktadow (Rysunek 16). Nastepnie wykonywane sg
symulacje dynamiki molekularnej z wymiang replik w celu przeszukania przestrzeni
konformacyjnej uktadu (72 repliki w 36 temperaturach w wykonanych symulacjach), a ich
uzbiezniona czg$¢ poddawana jest analizie wazonych histogramoéw i analizie skupienh w celu
wygenerowania struktur reprezentatywnych, ktére nastepnie przeksztalcane s3 do modeli
petnoatomowych.

Podczas opracowywania protokotu dokowania odkrytem, ze kazdy z elementow protokotu
ma istotne znaczenie na jako$¢ otrzymanych struktur i wydajnos¢ catej metody. Dla przyktadu,
tworzenie chmury polozen poczatkowych, w przeciwienstwie do klasycznego dokowania, nie
dopasowuje idealnie do siebie powierzchni i1 oddziatywan biatek, lecz generuje zespoly
roznorodnych struktur w celu przyspieszenia i poprawy przeszukiwania przestrzeni konformacyjne;j
badanego systemu podczas symulacji dynamiki molekularnej z wymiang replik. Przeprowadzone
przeze mnie testy wykazaly, ze podejscie to jest znacznie wydajniejsze zarowno od uzywania jedne;j
poczatkowej orientacji bialek, jak i modeli kompleksow biatek o duzym interfejsie oddziatywania.
Szczegblnie problematyczne okazato si¢ drugie podejécie, czesto skutkujace niska zbiezno$cia
symulacji w wyniku utrzymywania si¢ uktadu w jednej orientacji bgdacej lokalnym minimum
energetycznym.
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Rysunek 16. Schematyczna wizualizacja protokotu dokowania biatko-biatkko w metodzie
UNRES-Dock. Rysunek z pracy H12. Pozyskano prawa do reprodukcji (reprinted with permission
from Bioinformatics, Volume 37, Issue 11, June 2021, Pages 1613—-1615. Copyright 2024 Oxford
University Press, licencja 5744190046736).

Opracowany przeze mnie protok6t UNRES-Dock umozliwia dostosowanie poziomu
elastycznosci konformacyjnej, pozwalajac na potsztywne (z ang. “semi-rigid”’) i w pelni elastyczne
dokowanie molekul. Gtéwnym elementem protokotu przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej sa
symulacje dynamiki molekularnej z wymiang replik, w ktérych na biatka naktadane sg wiezy
stabilizujace struktury poszczegdlnych komponentow, nie wpltywajac jednoczesnie na ich ulozenie
wzgledem siebie. Poprzez uzycie wspomnianych wi¢zéw na odleglosci migdzy centrami
oddzialywan w obrebie pojedynczego biatka mozliwe jest regulowanie poziomu ich elastycznosci
podczas symulacji dokowania. Co wazne, opracowany protokét dokowania wykorzystuje pole
sitowe UNRES z periodycznymi warunkami brzegowymi i okazal si¢ znacznie wydajniejszy od
poprzednio stosowane] metody typu ,smycz" nie pozwalajacej biatkkom oddryfowaé¢ w
nieskonczonej przestrzeni, nie bedac jednoczes$nie obcigzong kierunkowym efektem zwigzanym z
utrzymywaniem przez wiezy typu ,,smycz" biatlek w swoim poblizu.

Zastosowanie metody dynamiki molekularnej w wariancie z wymiang replik okazalo si¢
kluczowe do osiaggnigcia odpowiedniego stopnia przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej
komplekséw i uzbiezniania wynikéw symulacji ze wzgledu na mozliwo$¢ przekraczania barier
energetycznych w trajektoriach o wysokiej temperaturze, a takze umozliwiajac oddysocjowanie
mato stabilnym formom kompleksu. Wykonane symulacje testowe wykazaty, ze odpowiedni dobor
temperatur replik 1 sity wiezdw natozonych na poszczegdlne biatka jest kluczowy do osiggniecia
zbieznosci 1 uniemozliwienia biatkom rozwinigcia si¢ w wysokich temperaturach. Jest to o tyle
wazne, ze zdecydowana wigkszo$¢ biatek podczas wigzania si¢ ze sobg w warunkach
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fizjologicznych nie ulega drastycznym zmianom konformacyjnym, lecz jedynie niewielkiemu
dopasowaniu, wystepujacemu glownie w obrebie interfejsu oddziatywania i uzywanie wiezow na
odleglosci o odpowiedniej sile umozliwia na zachodzenie jedynie ograniczonych zmian
konformacyjnych, znaczaco poprawiajac wydajnos¢ obliczeniowa metody. Co istotne, dla
wigkszosci uktadow pole sitowe UNRES wykorzystane w metodzie wykazywato dobra zaleznos¢
miedzy energia swobodng uktadu a podobienstwem do natywnej struktury kompleksu
przedstawiong w formie pierwiastka $redniego odchylenia kwadratowego (RMSD, Rysunek 17),
demonstrujac mozliwo$¢ rutynowego otrzymywania dobrych wynikéw, o ile tylko przestrzen
konformacyjna zostata wystarczajaco efektywnie przeszukana.
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Rysunek 17. Wykres zaleznosci energii swobodnej kompleksu od wartosci RMSD dla replik o
réznej temperaturze dla wybranego kompleksu biatko-biatko (kod PDB: 2WFU; lewy panel) i
biatko-peptyd (kod PDB: 3BFQ, prawy panel). Rysunek z pracy HI12. Pozyskano prawa do
reprodukcji (reprinted with permission from Bioinformatics, Volume 37, Issue 11, June 2021, Pages
1613-1615. Copyright 2024 Oxford University Press, licencja 5744190046736).

Podsumowujac, opracowany protokét UNRES-Dock umozliwia przewidywanie struktur
kompleksow biatko-biatko 1 biatko-peptyd z mozliwoscia dostosowania poziomu sztywnosci
uktadéw, pozwalajac na badanie mechanizmu wigzania pdtsztywnego 1 z dopasowaniem struktur
komponentow. W przypadku uktadéw biatko-peptyd osiagnicta wydajnos$¢ znaczaco przewyzsza
wydajno$¢ podobnych metod, w tym CABS-Dock. Natomiast doktadno$¢ dokowania biatko-biatko
osigga zadowalajacy poziom, zaréwno dla bialek typowych, ktére sa powszechnie uzywane jako
biatka treningowe 1 testowe przy projektowaniu metod dokowania molekularnego, jak i
niestandardowych, czyli na przyktad biatek homodimerycznych, rzadko kiedy uwzglednianych w
bazach kompleksow biatek. Zachowanie to jest odmienne niz w innych metodach uzywanych do
dokowania, takich jak Attract, ktére silnie bazuja na danych statystycznych i osiggaja bardzo
wysoka wydajnos¢ dla uktadéow typowych, znaczaco tracac na skutecznosci dla ukladow
niestandardowych Iub nie znajdujacych si¢ w puli biatek testowych uzywanych podczas
optymalizacji metody (Tabela 2).

Tabela 2. Liczba kompleksow biatko-biatko i1 biatko-peptyd przewidzianych z dang doktadnos$cia
wedtug skali CAPRI (tzw. “CAPRI score”) dla metody UNRES-Dock przy generowaniu 10 struktur
(Top10), 50 struktur (Top50) oraz dla metod Attract i CABS-Dock przy generowaniu domyslnej
liczby 10 struktur. Tabela zaadaptowana z pracy H12. Pozyskano prawa do reprodukcji (reprinted
with permission from Bioinformatics, Volume 37, Issue 11, June 2021, Pages 1613-1615.
Copyright 2024 Oxford University Press, licencja 5744190046736).
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Protein-protein
Quality Top10 Top50 Top10 Attract
High 0 0 12
Medium 8 8 1
Acceptable 3 7 1
Incorrect 9 5 6
Protein-peptide
Quality Topl10 Top50 Top10 CABS-Dock
High 3 4 0
Medium 11 19 6
Acceptable 18 11 22
Incorrect 3 1 7

H13. Modelowanie kompleksu bialek CD28-CD86

Ostatecznym testem metody UNRES-Dock bylo przewidzenie struktury kompleksu biatek
CD28-CD86, ktory nie zostat do tej pory rozwigzany eksperymentalnie (H13). W tym celu
wykonatem pelny protokot przewidywania struktur kompleksu bialek, ktory zostal opracowany i
opisany w pracy HI12, a nastgpnie przeprowadzilem petnoatomowe symulacje dynamiki
molekularnej w celu weryfikacji stabilno$ci 10 przewidzianych modeli reprezentatywnych na
podstawie analizy skupien zespoldw konformacyjnych wygenerowanych przez metode wazonych
histograméw (WHAM) na gruboziarnistych trajektoriach dynamiki molekularnej z wymiang replik
(H13). Wykonane symulacje petlnoatomowe wykazaly, ze z 10 otrzymanych modeli kompleksu
CD28-CD86, jedynie model nr 7 jest w petni stabilny podczas 500 ns symulacji. Dla potwierdzenia
tego wyniku wykonalem 5 dodatkowych trajektorii pelnoatomowych dla tego utozenia biatek, w
ktorych struktury krystalograficzne CD28 (kod PDB: 1YJD) i CD86 (kod PDB: 1185) umiescitem
w orientacjach odpowiadajacych modelowi nr 7. Wszystkie te symulacje wykazaly wysoka
stabilno$¢ kompleksu, z wartosciami RMSD rzedu 0,4 nm (Rysunek S3 w pracy H13). Badania
wykazaty takze, ze nawet dla stabilno$ci heterodimeru dwoéch biatek o duzym interfejsie
oddzialywania, duze znaczenie ma dokladno$¢ ulozenia lokalnych elementéw struktur jego
komponentow, ulegajacych drobnym deformacjom podczas rekonstrukcji z modeli gruboziarnistych
do struktur petlnoatomowych.

Otrzymana struktura kompleksu CD28-CD86 w protokole UNRES-Dock zostata nie tylko
potwierdzona symulacjami pelnoatomowymi, lecz wykazuje takze podobienstwo do analogicznego
kompleksu CTLA-4-CD86 oraz zgodno$¢ z dostepnymi danymi eksperymentalnymi dotyczacymi
potencjalnych reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad interfejsu oddzialywan. Analiza
interfejsu w przewidzianym modelu wskazuje na kluczowa role reszt Glu32, Arg34, Tyr51 oraz
Met99, Tyr100 i Pro102 z regionu MYPPPY na CD28, a takze Phe31, Val39, Glu42, Tyr44, Thr93 i
[1e96 na CD86. Zaprojektowany model nie tylko potwierdza wczesniejsze obserwacje
eksperymentalne, lecz takze prezentuje kompletny interfejs oddziatywania (Rysunek 18) wraz z
istotnoscig poszczegodlnych reszt aminokwasowych dla utrzymania jego stabilno$ci. Ponadto,
symulacje kinetyki asocjacji kompleksow CD28-CD86 i CTLA-4-CD86 wykazaly okoto 4-krotnie
nizsza stabilno$¢ pierwszego z nich, co pozostaje w zgodzie z wynikami badan eksperymentalnych.

Reasumujac, opracowana metoda, taczaca symulacje w roznych skalach rozdzielczosci,
pozwala na wiarygodne modelowanie struktury i dynamiki komplekséw biatkowych. Uzyskane
wyniki nie tylko weryfikuja doktadno$¢ metody UNRES-Dock, ale dostarczajg tez cennych
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informacji na temat strukturalnych i termodynamicznych podstaw oddzialywan bialek uktadu
odpornosciowego, istotnych z punktu widzenia poszukiwania nowych terapii.
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Rysunek 18. Wizualizacja otrzymanej stabilnej konformacji kompleksu CD86-CD28 wraz z
wyszczegllnionymi resztami aminokwasowymi biorgcymi udziat w oddzialywaniu miedzy
biatkami. Rysunek z pracy H13. Pozyskano prawa do reprodukcji (reprinted with permission from
Journal of Molecular Graphics and Modelling Volume 103, March 2021, 107802. Copyright 2024
Elsevier).
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5.3.4 Podsumowanie znaczenia publikacji

Przedstawione przeze mnie wyniki wchodzace w sklad cyklu powigzanych tematycznie
publikacji przyczynity si¢ do znaczacego zwigkszenia mozliwosci przeprowadzania symulacji
przewidujacych strukture i dynamike biatek oraz ich kompleksow. Opracowane protokotly i metody
umozliwily wykonywanie i1 analizowanie rutynowych, powtarzalnych, a co najwazniejsze, opartych
w pelni na oddzialywaniach fizycznych, symulacji w celu przewidywania struktur biatek, a
wykonana optymalizacja znaczaco poprawita wydajnos¢ gruboziarnistego pola sitowego UNRES.
Cze$¢ z prezentowanych funkcji zostata zaimplementowana takze w postaci serwera UNRES i
UNRES-Dock, umozliwiajacego intuicyjne wykonywanie prostych symulacji, a takze generowania
plikéw do przeprowadzania diugich symulacji na superkomputerach. Opracowane metody
przewidywania struktur biatek 1 ich kompleksow zostaly przetestowane i docenione w
migdzynarodowym eksperymencie CASP i CAPRI (P11) oraz postuzyly do otrzymania struktur
wielu biatek 1 ich komplekséw. Co wiecej, wprowadzenie i1 zoptymalizowanie potencjatu
umozliwiajacego dynamiczne tworzenie i zrywanie wigzan disulfidowych w trakcie symulacji
dynamiki molekularnej rozszerza mozliwosci modelowania uktadéw zawierajacych ten typ
modyfikacji potranslacyjnych, stanowigcych ponad 20% wszystkich biatek.

Moje badania przyczynity si¢ takze do lepszego poznania podstaw teoretycznych stojacych
za fundamentalnymi wlasciwosciami bialek. Przeprowadzone symulacje nie tylko okreslily
wydajno$¢ poszczegdlnych metod do przewidywania struktur i wlasciwosci fizykochemicznych
peptydow 1 biatek, ale takze okre$lity, ze w szczegélnoSci w przypadku bialek
nieustrukturyzowanych, dominujgca czg¢s¢ energii swobodnej pochodzi z oddziatywan miedzy
biatkiem a rozpuszczalnikiem (wodg), a nie oddziatywan w obrgbie samego biatka. Dostarczylem
takze nowe informacje na temat oddzialywan w obrebie 1 migedzy a-synukleing i Ap42, dwoma
kluczowymi molekutami o inherentnie nieuporzadkowanej strukturze zaangazowanymi Ww
patogeneze chorob neurodegeneracyjnych. Moje wyniki rzucajag nowe $wiatlo na wczesne etapy
procesu agregacji tych biatek i moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia molekularnych
podstaw choréb neurodegeneracyjnych oraz ulatwi¢ projektowanie nowych strategii
terapeutycznych.

Dodatkowo wykazatem, ze w przypadku zbadanych nieustrukturyzowanych peptydow i
matych oligomerow, oddzialywania elektrostatyczne dominuja nad van der Waalsa, potwierdzajac
istotno$¢ oddzialywania z rozpuszczalnikiem jako gtowny czynnik determinujgcy ich strukture i
dynamike. Z tego powodu kluczowe jest wykorzystywanie w symulacjach jak najlepszych modeli
nie tylko samych bialek, ale takze wody, jonéw 1 lipidow oraz jak najdoktadniejsze
odzwierciedlenie warunkow fizjologicznych. Te ostatnie okazalo si¢ niezwykle istotne podczas
badania dynamiki i struktury wirusowych biatek UL49.5, ktérych zachowanie w przypadku
monosktadnikowego modelu blony lipidowej wykazato duzg zgodno$¢ =z danymi
eksperymentalnymi uzyskanymi przy uzyciu tego samego modelu, jednak nie tlumaczylo
wszystkich efektow fizjologicznych. Wykazatem takze, ze nie zawsze bardziej zaawansowane
sposoby probkowania przestrzeni konformacyjnej sg niezbedne do otrzymania wysokiej precyzji
obliczen, a czasem moga wrecz prowadzi¢ do nieznacznego pogorszenia jakosci przewidywania
struktur.

Analiza warunkéw redukujaco-oksydacyjnych wykazata, ze wigzania disulfidowe znaczaco
roznig si¢ stabilno$cig i funkcja a ich wplyw na stabilizacje struktury biatka znaczaco zalezy od
lokalnego charakteru fragmentow, w ktérych wystepuja. Ponadto wykazatem, Ze stabilno$¢ i
kolejnos¢ zrywania wigzan disulfidowych znaczaco zalezy od wptywu czynnikoéw zewnetrznych,
takich jak srodowisko redukujaco-utleniajace, temperatura czy naprezenia mechaniczne.

Udowodnitem, ze potaczenie badan na roznych poziomach rozdzielczosci stanowi nie tylko
weryfikacje wynikow w przypadku gdy nie sa dostgpne dane eksperymentalne, lecz takze
umozliwia poznanie wtasciwosci molekut w roznych skalach czasowych. Dzigki takiej obserwacji
okreslitem mechanizm 1 $ciezki agregacji czterech tancuchéw amyloidu B w gruboziarnistym polu
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sitowym, pokazujac, ze dominujgca Sciezka to tworzenie dimeréw z monomerdw a nastepnie
tetramerow z dimeréw, podczas gdy $ciezka tworzenia tetramerow z trimerow i monomeroéw jest
duzo mniej korzystna. Otrzymane modele tetrameryczne zweryfikowalem przy uzyciu symulacji
petnoatomowych 1 wytypowalem model, ktéry jest zgodny ze wszystkimi niesprzecznymi danymi
literaturowymi. Podobny schemat postgpowania umozliwit mi takze przewidzenie struktury
kompleksu bialek CD28-CD86, istotnego w odpowiedzi immunologicznej organizmu, przy uzyciu
gruboziarnistego protokotu UNRES-Dock, ktorego wyniki zweryfikowatem przy uzyciu metody
petnoatomowej, ktéora umozliwita zawegzenie z dziesigciu modeli gruboziarnistych do jednego
pelnoatomowego, ktory wykazuje wysokie podobienstwo do analogicznego kompleksu
BTLA-CD86. Opracowane modele biatek, ich kompleksow i agregatow moga postuzy¢ do dalszych
badan, na przyktad w celu opracowania substancji inhibitujacych wczesne etapy agregacji amyloidu

B.

5.4 Wyniki spoza cyklu publikacji opublikowane przed uzyskaniem stopnia
doktora

Wykonane przeze mnie badania przed uzyskaniem stopnia doktora koncentrowaly si¢ na
wykorzystaniu i udoskonaleniu pola sitowego UNRES do przewidywania struktur biatek. W tym
celu bralem udziat w przewidywaniu struktur biatek w ramach 10 edycji eksperymentu CASP,
wykazujac duzy potencjat tkwigcy w metodzie, przy jednoczesnym wykazaniu jej stabosci
polegajacych m.in. na arbitralnosci wyboru struktur reprezentatywnych oraz niejednolitym
wykonywaniu przewidywania zaleznym od preferencji uzytkownika pola (D1). Zastosowane
podejscie uwidocznito wysoka wydajno$¢ w zakresie przewidywania ulozenia wzgledem siebie
domen biatek, osiagajac najlepszy wynik dla jednego z badanych uktadéw sposrod ponad 100 grup
naukowych biorgcych udzial w eksperymencie. W celu poprawy zdolnosci predykcyjnych pola
sitowego UNRES w obrebie elementdéw stabo ustrukturyzowanych, wyznaczytem i wprowadzitem
do pola sitowego UNRES potencjaly oparte na statystycznej analizie reszt aminokwasowych
wchodzacych w sktad struktur biatkowych typu petli, przy uzyciu uproszczonego alfabetu typoéw
reszt aminokwasowych (D2) a nastepnie analogicznie, lecz dla wszystkich typow reszt
aminokwasowych, dla potencjatbw wyznaczonych metodami potempirycznymi (D5).
Wprowadzenie tych potencjalow korelacyjnych znaczaco poprawito jakos¢ przewidywania
konformacji petli i innych fragmentéw cze$ciowo nieustrukturyzowanych w zbiorze biatek
testowych. Poprawa jakosci przewidywania fragmentow stabo ustrukturyzowanych poprawita takze
utozenie elementéw ustrukturyzowanych, takich jak a-helisy i B-kartki, co bylo szczegodlnie
widoczne w przypadku potencjatu opartego na fizyce oddziatywan (D5).

Roéwnoczesnie, w ramach inicjatywy WeFold, podjatem wysitek w celu poprawy zdolnosci
pola sitowego UNRES do przewidywania struktur biatek dzigki wykorzystaniu danych
zewnetrznych, dostarczanych przez wspdtpracownikow z innych grup badawczych, okreslajacych
prawdopodobne zakresy odlegtosci migdzy resztami aminokwasowymi w protokole przewidywania
(D3). Wspotpraca ta zaowocowala otrzymaniem dla kilku biatek znaczacej poprawy przewidywania
ogolnego typu struktury, jednak nie wplyneta znaczaco na poprawe lokalnych niedoskonatosci
wynikajacych z uzycia reprezentacji gruboziarniste;.

Wprowadzane przeze mnie i innych twoércow pola sitowego UNRES ulepszenia postuzyty do
wytypowania dalszych kierunkéw rozwoju zjednoczonego modelu gruboziarnistego (z ang. UCGM,
przemianowanego pozniej na UNICORN) nie tylko dla biatek (UNRES), ale takze innych
biomolekut, takich jak kwasy nukleinowe (NARES), weglowodany (SUGRES) i lipidy (D4).

Nastepnie, udoskonalone pole sitowe UNRES wykorzystaliSmy do zbadania wptywu argininy
na biatko ja wiazace z Thermotoga maritima 1 zwigzane z tym procesem zmiany strukturalne
zachodzace w biatku. Projekt ten, oprocz zaproponowania mechanizmu wigzania argininy przez
biatko z Thermotoga maritima, wykazal, Zze udoskonalone pole silowe UNRES, mimo
gruboziarnistego charakteru, dysponuje wystarczajaca dokltadnoscig do przewidywania wplywu

36



oddzialywania jednej reszty aminokwasowej z biatkiem 1 zachodzacych pod wplywem
oddziatywania zmianom strukturalnym (D6). Analogicznie do tej pracy, pole sitowe UNRES
zostalo wykorzystane do przewidzenia struktury i dynamiki kompleksu drozdzowych biatek
Isul-Jacl, wykazujac, ze przy zachowaniu eksperymentalnego interfejsu wigzania przez trzy reszty
aminokwasowe z Jacl (L105, L109 i Y163), biatka te posiadaja trzy odmienne orientacje tworzace
stabilne kompleksy (DS), réznigce si¢ dodatkowymi resztami aminokwasowymi biorgcymi udziat w
wigzaniu si¢ bialek. Badania te wykazaly, ze biatka te posiadaja duza swobod¢ konformacji i
dynamiki orientacji bialek, zachowujac w kazdej ze struktur oddzialywania miedzy przynajmniej
trzema resztami aminokwasowymi z biatka Jacl.

Ostatnia wykonana przeze mnie praca przed uzyskaniem stopnia doktora skupiala si¢ na
uzyciu wielomodalnych migkkich wiezoéw bazujacych na fragmentach struktur przewidzianych przy
wykorzystaniu  innych metod opartych na metodach statystycznych  podobienstw
sekwencyjno-strukturalnych biatek do poprawy zdolnosci predykcyjnych pola sitowego UNRES
(D7). Wykonane badania koncentrowaly si¢ na trudnych ukltadach, w ktorych struktury
poszczego6lnych domen zostaly przewidziane prawidtowo przez wiodace metody bioinformatyczne,
lecz ich utozenie wzglgdem siebie nie zostato poprawnie okreslone, ze wzgledu na jego odmienny
typ w stosunku do biatek o znanych strukturach. Wykonane badania wykazaty, ze pole silowe
UNRES wspomagane danymi dotyczacymi struktur lokalnych jest w stanie przewidywac utozenia
domen wielu biatek lepiej niz jakiekolwiek inne metody, szczegolnie jesli posiadajg one duzy
interfejs oddziatywania, dzigki wykorzystaniu potencjatow opartych na fizyce oddzialywan a nie
statystyce.

Oprocz regularnych artykuldéw naukowych, podczas doktoratu opublikowatem kilka
artykutow pokonferencyjnych bazujagc na wstepnych obserwacjach dokonanych w trakcie
prowadzenia badan do doktoratu (DM3-4). W ramach stazu naukowego w Jackson State University
badatem zdolno$¢ oddziatywania i potencjalnej nanotoksyczno$ci nanorurek weglowych do
receptoréw Tol (DM1) oraz oddziatywan nanoczastek ztota z biatkami i DNA (DM2). Dodatkowo
w polskojezycznym rozdziale w ksigzce (DMS5) syntetycznie opisatlem podstawowe koncepty
stosowane w modelowaniu molekularnym.

Lista publikacji opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora:
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Wirecki, Adam Liwo, Khatuna Kachlishvili, Shalom Rackovsky, Dawid Jagieta, Rafat
Slusarz, Cezary R. Czaplewski, Stanistaw Oldziej, Harold A. Scheraga*; Proceedings of the
National Academy of Sciences (USA), 2013, 110(37), 14936-14941.
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coupling between backbone- and side-chain-local conformational states”, Pawel Krupa,
Adam K. Sieradzan,* S. Rackovsky, Maciej Baranowski, Stanistaw Oldziej, Harold A.
Scheraga, Adam Liwo, Cezary Czaplewski; Journal of Chemical Theory and Computation,
2013, 9(10), 4620-4632.
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Adam K. Sieradzan, Rafat Slusarz, Tomasz Wirecki, Yanping Yin, Bartlomiej Zaborowski;
Journal of Molecular Modeling, 2014, 20(8):2306.

D5. “Physics-based potentials for the coupling between backbone- and side-chain-local
conformational states in the united residue (UNRES) force field for protein simulations”,
Adam K. Sieradzan, Pawel Krupa*, Harold A. Scheraga, Adam Liwo, and Cezary
Czaplewski; Journal of Chemical Theory and Computation, 2015, 11(2): 817-831.

D6. “Studies of conformational changes of an arginine-binding protein from Thermotoga maritima
in the presence and the absence of ligand with use of the molecular dynamics simulations
with the coarse-grained UNRES force field.”, Agnieszka G. Lipska, Adam K. Sieradzan,
Pawel Krupa, Magdalena A. Mozolewska, Sabato D’Auria, Adam Liwo*, Journal of
Molecular Modeling, 2015, 21(3):64.

D7. “Prediction of protein structure by template-based modeling combined with the UNRES force
field”, Pawel Krupa, Magdalena A. Mozolewska, Keehyoung Joo, Jooyoung Lee, Cezary
Czaplewski, Adam Liwo*, Journal of Chemical Information and Modeling 2015,
55(6):1271-1281.

DS8. “Molecular modeling of the binding modes of the Iron-sulfur protein to the Jacl co-chaperone
from Saccharomyces cerevisiae by all-atom and coarse-grained approaches”, Magdalena A.
Mozolewska, Pawel Krupa, Harold A. Scheraga, Adam Liwo*, Proteins: Structure, Function,
and Bioinformatics 2015, 83(8):1414-1426.

Recenzowane publikacje anglojezyczne:

DM1.“Preliminary studies of interaction between nanotubes and toll-like receptors”, M.A.
Mozolewska,* P. Krupa, B. Rasulev, A. Liwo, J. Leszczynski; TASK Quarterly, 2014, 18(4),
351-355.

DM2.“Towards mechanisms of nanotoxicity — interaction of gold nanoparticles with proteins and
DNA”, P. Krupa*, M.A. Mozolewska, B. Rasulev, C. Czaplewski, J. Leszczynski; TASK
Quarterly, 2014, 18(4), 337-341.

Recenzowane publikacje polskojezyczne:

DM3.,,Badanie procesu zwijania biatek przy uzyciu pola gruboziarnistego UNRES na podstawie
peptydu 1EOL (domena WW) i jego mutantow”, Pawet Krupa, Magdalena Mozolewska, Gia
Maisuradze, Adam Liwo, Harold A. Scheraga; Mtodzi naukowcy dla polskiej nauki, pod
redakcjg dr inz. Marcin Kuczera, Cz¢$¢ 11 — Nauki przyrodnicze, 213-219, CREATIVETIME,
Krakow 2013.

DM4., Zastosowanie pola gruboziarnistego UNRES do symulacji dynamiki molekularnej
kompleksow bialek na przyktadzie drozdzowych bialek opiekunczych”, Magdalena
Mozolewska, Pawet Krupa; Mtodzi naukowcy dla polskiej nauki, pod redakcjg dr inz. Marcin
Kuczera, Czg$¢ 11 — Nauki przyrodnicze, 139-143, CREATIVETIME, Krakow 2013.
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DMS5.,,Podstawy modelowania molekularnego”, Pawet Krupa — rozdziat w ksigzce Nowe trendy w
naukach przyrodniczych 4 pod redakcja dr inz. Marcin Kuczera, Creative Science —
Monografia 2013, tom 1, 154-163, CREATIVETIME, Krakéw 2013.
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5.5 Wyniki spoza cyklu publikacji opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

Prowadzone przeze mnie badania naukowe spoza cyklu powigzanych tematycznie publikacji
koncentrowaty si¢ wokdét réznych zagadnien istotnych z punktu widzenia fizyki, biologii 1
medycyny. Ponizej przedstawitem ich syntetyczny opis z podziatem na pi¢¢ kategorii ze wzgledu na
tematyke badan.

5.5.1 Przewidywanie struktury i dynamiki bialek i ich kompleksow

Gruboziarniste symulacje w polu sitowym UNRES postuzyty nam do okre$lenia mechanizmu
zwijania biatka WW oraz wptywu mutacji wybranych reszt aminokwasowych na ten proces (P1).
Dzigki uzyciu zgrubnego modelu opisujacego te biatko, mozliwe bylo wykonanie wielu (ponad
1000) trajektorii o dlugosci umozliwiajacej osiggniecie konformacji natywnej. Tak duza liczba
trajektorii byta niezbedna do poznania nie tylko dominujacej $ciezki zwijania, lecz takze rzadziej
wystepujacych Sciezek, statystyki ich wystepowania 1 wptywu mutacji na ten proces. Wykonane
symulacje umozliwity takze okreslenie temperatur przej$cia fazowego biatka i jego mutantow,
wykazujac duza doktadnos¢ w stosunku do danych eksperymentalnych.

Jednym z obszar6w moich zainteresowan byt dalszy rozwoj pola sitowego UNRES, tak aby
zwigkszy¢ jego mozliwosci przewidywania struktur bialek. W tym celu opracowatem metode
naktadania wigzow na fragmenty struktury biatek bazujac na wielu dostgpnych modelach (P2) przy
uzyciu migkkich wielomodalnych wigzé6w na katy 1 odleglosci umozliwiajac automatyczne
wybranie najlepszych cech przewidzianych modeli podczas symulacji w gruboziarnistym polu
sitowym UNRES. Metode t¢ udoskonaliliSmy i przetestowaliSmy w ramach 12 edycji eksperymentu
CASP (P7) uzyskujac czolowa wydajno$§¢ na wigkszosci przewidywanych struktur. Ostatnie
udoskonalenie metody polega na poprawie zdolnosci wyboru fragmentow wspdlnych miedzy
przewidywanymi modelami biatek oraz na wykorzystaniu statystycznych potencjatow na fragmenty
aminokwasowe z metody DFA (P12). Analogiczne podejscie, ale w ramach inicjatywy WeFold
zastosowaliSmy do poprawy predykcji przy uzyciu wigzéw na odlegto§¢ dostarczonych przez
wspolpracujace grupy badawcze (P8), poprawiajac jakos¢ przewidywanych struktur biatek. Jeszcze
inne podejs$cie do przewidywania struktury biatek zawierato wykorzystanie danych z eksperymentu
SAXS do dopasowania rozkladow struktur modelowanych do obserwacji eksperymentalnych (P6)
Znaczaco poprawiajac rozklad struktur zwinigtych i cze$ciowo rozwinigtych w symulacjach.

Réwnoczesnie uczestniczylem projekcie polegajacym na poprawie zdolnosci predykcyjnych
pola sitowego UNRES bez wykorzystania informacji zewnetrznych, takich jak czg¢$ciowe dane
eksperymentalne czy dane z analiz bioinformatycznych, a jedynie przy uzyciu sekwencji bialek
(P10), po wykonanej optymalizacji pola silowego (H2). Natomiast w 13 edycji eksperymentu
CASP-CAPRI przewidywalismy struktury biatko-biatko (P11) uzywajac wstepnej wersji metody
UNRES-Dock (H11) wykazujac wysoka wydajno$¢ metody i poznajac mocne i stabe strony wersji
testowych protokotu dokowania. Z kolei w 14 odstonie eksperymentu CASP wykorzystaliSmy
dodatkowo udoskonalone pole sitowe UNRES do przewidzenia struktur biatek i kompleksow biatek
o zrdéznicowanych rozmiarach (nawet do catego kapsydu wirusowego zawierajgcego niespetna 70
tysiecy reszt aminokwasowych) (P14). Nalezy zaznaczy¢, ze powyzsze osiggnigcia nie bylby
mozliwe gdyby nie praca dotyczaca problemu ergodycznosci symulacji z dynamiki molekularnej z
klasyczng 1 hamiltonowska wymiang replik w polu sitowym UNRES z uzyciem wigzow (P5).
Badania te wykazaly, ze szczego6lnie przy niskiej jakosci struktur poczatkowych, uzycie wigkszej
liczby trajektorii z rézng sita wiezOw znaczaco poprawia ergodyczno$¢ symulacji i1 jakos¢
otrzymanych zespotow statystycznych. Efekt ten traci na znaczeniu gdy struktura poczatkowa jest
bliska struktury natywnej a natozone wiezy s3 z nig wysoce zgodne, co jednak wystepuje gldwnie w
przypadku biatek o trywialnej topologii. Obserwacje te umozliwily m.in. znacznie lepsze
zaplanowanie badan w celu optymalizacji pola sitowego UNRES przy uzyciu metody najwigkszego
podobienstwa (H2).
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Ze wzgledu na swoj wyjatkowy, bo oparty na oddzialywaniach fizycznych, a nie statystyce,
charakter, funkcja energii z gruboziarnistego pola sitowego UNRES, po modyfikacjach
umozliwiajacych przyblizone okreslanie energii biatek z brakujacymi fragmentami i uzyciu metod
uczenia maszynowego do optymalizacji wag poszczegélnych wkladow, okazata si¢ by¢ dobrym
narzedziem do oceny jakoSci przewidywanych modeli bialek, stojac na réwni lub nawet
przewyzszajac dostepne metody, takie jak np. DFIRE (P9). Warto zaznaczy¢, ze obserwacje
uzyskane podczas wykonywania badan w ramach tego projektu (P9) utatwily takze projektowanie
wiezow na odleglosci i katy na podstawie wytypowanych modeli biatek (P71 P12).

Ciekawym przyktadem wykorzystania wigzania disulfidowego jest badanie procesu agregacji
amyloidu B z zamienionymi dwoma resztami aminokwasowymi na reszty cysteiny (L17C/L34C,
P22). Zmodyfikowany amyloid B jest w stanie przyspieszy¢ agregacje zachowujac zdolnos¢ do
agregowania z forma dzika, jednoczesnie wykazujac wigkszg tendencje¢ do tworzenia form
zwinigtych przypominajacych protofibryle nawet w postaci monomeru. Co ciekawe, zmiana ta,
zmniejszyta, a nie zwigkszyla, co zwykle taczone jest z szybkosci agregacji, tendencje
monomerycznej formy amyloidu  do przyjmowania struktur drugorzedowych typu . Co wazne,
wynik ten zostat uzyskany przy uzyciu trzech réoznych pdl sitowych (pelnoatomowego Amber oraz
gruboziarnistych Martini 3 i SIRAH) w dwoch pakietach oprogramowania (Amber i Gromacs),
zapewniajac wigksza wiarygodno$¢ zaobserwowanych zjawisk.

Innym przyktadem wykorzystania wielu metod w jednym badaniu oraz istotnosci uwzgledniani
obecnosci wigzan disulfidowych, jest przewidywanie wydajnego inhibitora kompleksu
HVEM-LIGHT (P23). Badania te bazowaly na petnoatomowych symulacjach dynamiki
molekularnej w réznych wariantach do znalezienia mozliwie krotkiego peptydu bazujacego na
biatku HVEM, silnie oddziatujacego z biatkiem LIGHT. Dzigki potaczeniu klasycznych symulacji
dynamiki molekularnej z analizg energii swobodnej metoda MM-GBSA z oszacowaniem entropii,
pracy przejscia migdzy formg wolng a zwigzang, symulacji sterowanej dynamiki molekularnej w
celu oddysocjowania zaprojektowanych peptydéw od biatka LIGHT i uzyciu metody probkowania
parasolowego do wyznaczenia potencjatow Sredniej sity wyznaczyliSmy wlasciwosci dynamiczne i
termodynamiczne oraz mechanizm wigzania tych peptydéw do biatka LIGHT. Otrzymane wyniki
jednoznaczne wykazaty, ze peptyd, bedacy wariantem biatka HVEM o skroconej sekwencji 1
pozbawiony jednego z wigzan disulfidowych wystepujacych w fizjologicznej, petnej formie biatka,
umozliwia najlepsze dopasowanie do biatka LIGHT i najwi¢kszg sit¢ oddziatywania.

5.5.2 Okreslenie podstaw molekularnych potencjalnej nanotoksycznosci molekut

Thurincina H jest jednym z kilku wyjatkowych peptydéw zawierajacych analogiczne do wigzan
disulfidowych wigzania kowalencyjne, ktore jednak nie tacza ze sobg tancuchoéw bocznych cystein,
lecz tancuch gléwny jednej reszty aminokwasowej z tancuchem bocznym cysteiny (P3). Obecnos¢
takich nietypowych mostkéw jest jedng z przyczyn silnych wilasciwosci antybakteryjnych tej
molekuly. Wykonane przez nas gruboziarniste symulacje dynamiki molekularnej dla wszystkich
mozliwych wariantéw obecnos$ci 1 braku tych wigzan wykazaly, ze obecnos¢ wszystkich mostkow
tioeterowych destabilizuje strukture tego peptydu i pelni funkcje zapewniajaca stabilnosé
enzymatyczng, a nie strukturalng, i bezposrednio wptywajac na bakteriocynowy charakter peptydu.

W kolejnym projekcie zbadaliSmy mozliwos¢ zachodzenia zjawiska nanotoksycznosci
wywotywanego przez pochodne fulerenu C60 wystepujace w poblizu biatek. W tym celu
przeprowadziliSmy szeroko zakrojone badania bialek posiadajacych obszary, tzw. kieszenie
wigzace, zdolne wigza¢ rdéznorakie pochodne fullerenéw. Analiza wykonanych dokowan
przesiewowych wskazata potencjalne uklady, ktore w przeprowadzonych nastgpnie symulacjach
dynamiki molekularnej wykazywaty wysoka stabilno$¢ pochodnych fullerenow w kieszeniach
wigzacych (P4). Badania te udowodnily, ze przynajmniej niektére pochodne fullerenow moga by¢
wydajnymi inhibitorami biatek 1 powodowa¢ efekt nanotoksycznosci dla organizmow.
Uczestniczylem takze we wprowadzeniu modelu ciggltego i czasteczkowego fullerenu C60 do
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gruboziarnistego pola sitowego UNRES, nie tylko rozszerzajac mozliwosci metody, lecz takze
wykazujac wlasciwos$ci inhibicyjne fullerenow na wybrane biatka (P20). Powyzsze prace wykazaty,
ze nanoczgstki weglowe moga znaczaco wpltywaé na struktur¢ i dynamike biatek wywolujac
lokalne efekty toksycznosci.

5.5.3 Badania koncentrujgce si¢ na roli i wplywie blon lipidowych na biatka oraz wplywie
roznych molekut na dwuwarstwy lipidowe

Wykonane pelnoatomowe symulacje dynamiki molekularnej wykazaly, ze zard6wno jony miedzi, jak
1 peptydy amyloidu B moga wigza¢ si¢ 1 destabilizowa¢ btony lipidowe, jednak ich potaczenie
niweluje ten efekt (P13). Zgodnie z nowymi doniesieniami literaturowymi, oligomery amyloidu 3
sg bardziej toksyczne niz fibryle. Zdecydowalismy si¢ wigc przetestowaé jak formy zawierajace
dwanascie tancuchow (dodekamery) i krotkie fibryle (protofibryle) oddzialuja z blonami
lipidowymi przypominajagcymi sktadem lipidow blony neuronéow. W tym celu zbudowatem
mozliwe modele dodekameréw amyloidu B, uzywajac najstabilniejszych struktur tetramerycznych
otrzymanych w poprzednich badaniach (H3 i H7). Wykonane przez nas symulacje dynamiki
molekularnej niezbicie dowiodly, ze dodekamery znacznie silniej oddzialuja na btony, powodujac
ich peknigcia, niz protofibryle (P15), dla ktorych efekt ten byt nieobecny.

Z kolei wykonane symulacje dynamiki molekularnej na r6znych poziomach rozdzielczo$ci
oraz wykonane pomiary eksperymentalne dla biatka UL49.5 z herpeswirusa BoHV-1 wykazaty, ze
motyw RRR jest kluczowy do stabilizowania ulozenia biatka w blonie lipidowej, a jego mutacja na
alaniny powoduje brak aktywnosci (P16). Badania te stanowity podstawe do dalszych badan przy
wykorzystaniu heterogenicznego modelu btony lipidowej, zblizonego sktadem lipidéw do blony
retikulum endoplazmatycznego oraz poréwnania dynamiki konformacyjnej wariantow aktywnych i
nieaktywnych biatka pochodzacych z r6znych herpeswirusow (H7).

Jednymi z ciekawszych wykonanych przeze mnie badan byly symulacje dynamiki
molekularnej thumaczace eksperymentalne obserwacje dlaczego serotonina ma rézny wpltyw na
rozne homogeniczne btony lipidowe (P17). Klasyczne symulacje dynamiki molekularnej pokazaty,
ze czasteczki serotoniny sg mniej zorganizowane zarowno pod wzgledem glebokosci penetracji i
kata w btonach nienaladowanych (POPC) niz natadowanych (POPS), co wynikato ze stabszego
oddzialywania cze$ci hydrofilowych z glowami nienatadowanych lipidow. Z kolei symulacje
sterowanej dynamiki molekularnej wyjasnity mechanizm zwigkszonej wytrzymatosci na przerwanie
bton naladowanych w stosunku do nienatadowanych. Efekt ten spowodowany jest stworzeniem si¢
w przypadku natadowanych gltow lipidow warstwy trzech przeciwnie naladowanych molekut: gtow
lipidowych, serotoniny i jonéw obecnych w roztworze. W przypadku blon nienaladowanych efekt
ten nie byt obserwowany, a nieznaczne zmniejszenie wytrzymatosci blony w obecnos$ci serotoniny
wynikato z oslabienia oddziatywan miedzy ogonami lipidowymi. Natomiast w kontynuacji badan
nad wplywem serotoniny na komorki, pokazaliSmy jak obecno$¢ serotoniny wptywa na
hydrofilowo$¢ btony oraz zwigkszong zdolno$¢ wody do przenikania do jej wnetrza, co skutkuje
egzocytozg starych komorek zawierajacych wigksze stezenie serotoniny (P21).

5.5.4 Ustalenie podstaw molekularnych mechanicznej stabilnosci kwasow nukleinowych o
okreslonych sekwencjach

Wykonany szereg symulacji sterowanej dynamiki molekularnej w gruboziarnistym polu sitowym
NARES dla kwaséw nukleinowych o réznych sekwencjach wykazal, ze jedynie sekwencje
telomeryczne wykazuja silniejsze oddzialtywanie ze sobg w obrebie podwdjnej nici DNA 1
zachowanie stabilnos$ci podczas mechanicznego rozrywania poprzez odtwarzanie skokowo potaczen
migdzy powtarzajagcymi si¢ sekwencjami nukleotydéw (P18). Analogiczne symulacje wykonane dla
kwaséw nukleinowych z peknigtymi pojedynczymi niémi (SSBs) wykazaly silng zalezno$¢
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stabilno$ci od dlugosci tancuchow i ich sekwencji oraz duza zgodno$¢ z prostymi modelami
opisujgcymi te zaleznosci (P19).

5.5.5 Pozostale prace naukowe

W kilku rozdziatach ksigzkowych (R1-R7) 1 jednej publikacji pokonferencyjnej (M1) opisatem
aktualne mozliwosci pola sitowego UNRES, lacznie z nowymi funkcjami umozliwiajacymi badanie
rozrywania 1 tworzenia wigzan disulfidowych, symulowanie nanoczastek weglowych czy
wykonywanie dokowania molekularnego oraz opis innych metod obliczeniowych do wykonywania
symulacji bialek, ich struktury i zdolnos$ci agregacji i kwasow nukleinowych.

Lista publikacji opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, niewchodzacych w
sklad cyklu z podzialem na publikacje w czasopismach indeksowanych w bazie Web of
Science Core Collection (PX), rozdzialy w ksigzkach o zasiegu miedzynarodowym (RX) oraz
inne prace (MX):
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Computational Chemistry V (PACC), 2021, V, 31-69. Edytorzy: Jerzy Leszczynski, Manoj
Shukla.

“Modeling the Structure, Dynamics, and Transformations of Proteins with the UNRES Force
Field”, Adam K. Sieradzan, Cezary Czaplewski, Pawel Krupa, Magdalena A. Mozolewska,
Agnieszka S. Karczynska, Agnieszka G. Lipska, Emilia A. Lubecka, Ewa Gota$, Tomasz
Wirecki, Mariusz Makowski, Stanistaw Otldziej, Adam Liwo, w ksigzce pt. Protein Folding
(cze$¢ serii ksigzek Methods in Molecular Biology (MIMB, volume 2376)), 2021, 399-416.
Edytor: Victor Mufioz.

“Computational models for study of protein aggregation”, TC Co, MS Li, P. Krupa*, w
ksigzce pt. Computer Simulations of Aggregation of Proteins and Peptides, (czg$¢ serii
ksigzek Methods in Molecular Biology (MIMB, volume 2340)), 2022, 51-78. Edytorzy: Mai
Suan Li, Andrzej Kloczkowski, Marek Cieplak, and Maksim Kouza.

“Free docking and template-based docking (physics versus knowledge-based docking)”,
Magdalena A. Krupa, Pawel Krupa*, w ksigzce pt. Protein-protein docking: methods and
protocols (cze$¢ serii ksigzek Methods in Molecular Biology (MIMB, volume 2780)), 2024,
27-41. Edytor: Agnieszka Kaczor.

Recenzowane publikacje anglojezyczne:

MI.

“High Performance Computing with Coarse Grained Model of Biological Macromolecules”,
Emilia Lubecka, Adam Sieradzan, Cezary Czaplewski, Pawel Krupa, Adam Liwo; Journal of
Supercomputing Frontiers and Innovations, 2018, 5(2), 63-75.
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6. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowq realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej.

Wigkszo$¢ wykonywanych przeze mnie badan naukowych po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora prowadzona byla w Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk, w ktérym od 01.09.2016
zatrudniony jestem jako adiunkt. Wczes$niejsze badania naukowe prowadzone byly gltéwnie w
Katedrze Chemii Teoretycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, z pracownikami
ktérej kontynuuje¢ wspolprace do chwili obecne;.

W 2021 roku nawigzatem takze wspolprace z pracownikami Katedry Chemii Biomedycznej
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, Srodowiskowej Pracowni Biologicznego NMR w
Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN oraz Zaktadu Biologii Molekularnej Wirusow na
Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, z ktorymi prowadze aktywng wspolprace naukowg w zakresie
pofaczonych badan eksperymentalno-teoretycznych, na ktore w 2023 roku zdobyliSmy
finansowanie w ramach projektu NCN Sonata jako konsorcjum projektowe, a obecnie staramy si¢ o
przedhuzenie finansowania badan naukowych i rozszerzenie tematyki wspolnych projektow w
ramach ztozonego do oceny wniosku o NCN Opus.

Moja dziatalno$¢ naukowa prowadzona jest takze z wieloma o$rodkami zagranicznymi w
ramach  wspoélprac, stazy, wymian 1 wizyt naukowych, skupiajacych si¢ na
eksperymentalno-teoretycznym potaczeniu metod w celu uzyskania pelnego obrazu badanych
zjawisk fizykochemicznych.

6.1 Staze naukowe w jednostkach zagranicznych w latach 2012-2016
e (1.08.2015-31.07.2016:

Staz podoktorski w grupie Harolda Scheragi w Baker Laboratory of Chemistry and
Chemical Biology, Cornell University, Ithaca, NY, USA.

W ramach stazu podoktorskiego poznawalem wiele réznych technik obliczeniowych i
zdobywalem inne umiej¢tnosci naukowe uczestniczac w spotkaniach grupowych oraz
wyktadach. Pracowatem takze nad poprawa zdolnosci predykcyjnych pola sitowego UNRES
o zredukowanej reprezentacji oraz dodania nowych funkcjonalnosci, jak zaktualizowane
dynamiczne traktowanie wigzan disulfidlowych w biatkach. Opracowane metody
wykorzystalem nastgpnie do zbadania roli wigzan disulfidowych w RNazie A. Czg$¢
wynikéw zostala spisana w formie publikacji naukowych: Bioinformatics 32 (21),
3270-3278, 2016, Journal of Chemical Theory and Computation 13 (11), 5721-5730, 2017,
J. Chem. Inf. Model. 57 (9), 2364-2377, 2017.

e 17.11.2014-01.05.2015:

Asystent badawczy w grupie Andrzeja Kloczkowskiego w Battelle Center for Mathematical
Medicine, The Research Institute at Nationwide Children's Hospital i Ohio State University
w Columbus, OH, USA.

Wykonany staz naukowy koncentrowal si¢ na opracowaniu narz¢dzia umozliwiajacego
ocen¢ jakosci modeli bialek i funkcji oceniajacych, pozwalajacych na wybdr najbardziej
prawdopodobnych struktur biatek z duzych zespoldow struktur przy uzyciu réznych technik

uczenia maszynowego do optymalizacji funkcji energii opartych na fizyce oddziatywan.
Wyniki zostaly opublikowane w Genes 9 (12), 601, 2018.

e 29.05.2014—-17.08.2014, 15.05.2013 — 15.08.2013 1 15.05.2012 — 14.08.2012:
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Staze naukowe w grupie Harolda Scheragi w Baker Laboratory of Chemistry and Chemical
Biology, Cornell University w Ithaca, NY, USA.

W ramach stazy naukowych uczytem si¢ roéznych technik eksperymentalnych i
teoretycznych oraz prowadzitlem dziatania popularyzujace nauke wsrod dzieci, uczniow i
nauczycieli. Naukowa czg$¢ stazu obejmowata rdwniez rozwdj gruboziarnistego modelu
UNRES poprzez dodanie nowych potencjalow opartych na statystyce i fizyce oddziatywan
w celu poprawy traktowania petli 1 innych stabo ustrukturyzowanych elementéw
biatkowych podczas symulacji. Staze zaowocowaly licznymi wynikami, z ktorych czesé
zostata opublikowana w miedzynarodowych czasopismach: Proceedings of the National
Academy of Sciences 110 (37), 14936-14941, 2013, Journal of Chemical Theory and
Computation 9 (10), 4620-4632 2013, Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 82
(9), 1850-1868, 2014, Journal of Chemical Theory and Computation 11 (2), 817-831, 2015,
Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 83 (8), 1414-1426, 2015, Proceedings of
the National Academy of Sciences 112 (44), 13549-13554, 2015.

e 17.01.2014 —-19.05.2014:

Staz naukowy w grupie Jerzego Leszczynskiego w Department of Chemistry and
Biochemistry, Jackson State University, MS, USA.

Podczas stazu naukowego badatem potencjalng nanotoksyczno$¢ roznych czasteczek, takich
jak fulereny, nanorurki weglowe i nanoczastki ztota w kontakcie z biatkami 1 kwasami
nukleinowymi, stosujgc podejscia oparte na przeszukiwaniu baz danych, dokowaniu, DFT,
modelowaniu molekularnym i1 dynamice molekularnej w petnoatomowym polu sitowym.
Staz zaowocowal wspolpraca naukowa, ktorej cze$S¢ wynikdéw zostala opublikowana w
czasopismach: Nanoscale 9 (29) 2017, 10263-10276, Task Quarterly 18 (4), 337-341 2014.

6.2 Krotkoterminowe wizyty naukowe w jednostkach zagranicznych w latach
2015-2019

e 26.10.2019-01.11.2019, 30.09.2018 — 07.10.2018 1 10.09.2017 — 16.09.2017:

Wizyty naukowe w grupie Giovanniego La Penna w Consiglio Nazionale delle Ricerche
(CNR), Istituto di Chimica dei Composti Organo Metallici (ICCOM), Florencja, Wiochy.

Podczas trzech wizyt naukowych odbytych w ramach polsko-wloskiego projektu
bilateralnego przeprowadzitem 1 przedyskutowatem z uczestnikami projektu szerokie
spektrum eksperymentalnych i teoretycznych metod badania wplywu jonéw metali na rdzne
biomakromolekuty, zwlaszcza biatka, peptydy i ich agregaty, takie jak oligomery Ap42.
Dodatkowo badatem role jonéw dwuwarto$ciowych oraz wpltyw peptydow i oligomerow
amyloidu B na blony lipidowe o réznym sktadzie. Niektore z otrzymanych wynikow zostaly
upublicznione w formie publikacji naukowych: J. Phys. Chem. B 124 (16), 3300-3314,
2020, J. Phys. Chem. B 2022, 126, 20, 3659-3672 i Int. J. Mol. Sci. 2023, 24(16), 12698.

e 21-28.10.2018:

Udziat w konferencji naukowej i wizyta naukowa w Institute for Computational Science and
Technology, Ho Chi Minh city, Vietnam, ktéra zaowocowata wspotpraca naukowsg
dotyczaca badan wieloskalowych oligomerow amyloidu B 1 nastgpujacymi publikacjami: J.
Phys. Chem. B 2019, 123, 34, 7253-7269 i J. Phys. Chem. B 2022, 126, 20, 3659-3672.

e 22-29.05.2015:

Udziat w konferencji naukowej 1 wizyta naukowa w Korea Institute for Advanced Study,
Seul, Republika Korei, grupie Profesora Jooyounga Lee, ktéra zaowocowata wspodtpraca
naukowg 1 publikacjg taczonych metod bioinformatyczno-biofizycznych w celu poprawy
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7.

zdolnosci predykcyjnych metod obliczeniowych: J. Chem. Inf. Model. 2015, 55, 6,
1271-1281, J. Chem. Inf. Model. 2016, 56, 11, 2263-2279 i J] Comput Chem. 2017 Dec
5;38(31):2730-2746.

6.3 Wazniejsze wspolprace naukowe z osrodkami zagranicznymi w latach

2019-2024
Od 2023 Dr. Kien Xuan Ngo, WPI-Nano Life Science Institute, Kanazawa University,
Japonia - badania nad potaczeniem wynikow eksperymentalnych (mikroskopii sit

atomowych HS-AFM) i symulacji komputerowych w celu okreslenia mechanizmu asocjacji
a-hemolizyny na powierzchni i w btonach lipidowych - manuskrypt publikacji w trakcie
przygotowywania.

Od 2022 Prof. Sudipta Maiti, Tata Institute of Fundamental Research, Indie - badania nad
rolg neuroprzekaznikéw oraz wplywem ich obecnosci na blony lipidowe. Cze$¢ wynikow
opublikowana w: J. Phys. Chem. B 2023, 127, 9, 1947-1955 i J. Phys. Chem. B 2024, doi:
10.1021/acs.jpcb.4c00115.

Od 2021 Prof. Zuzana Gazova, Department of Biophysics, Institute of Experimental
Physics, Slovak Academy of Sciences - badania nad wpltywem réznych substancji
pochodzenia naturalnego na proces agregacji amyloidu B i lizozymu - praca pt. “Coumarin
derivatives — the role of dimerization and linker length on the anti-amyloid activity” w
recenzji w Journal of Biological Chemistry.

Od 2019 Dr. Giovanni Roviello, The Institute of Biostructures and Bioimaging (IBB) of the
National Research Council (CNR), Neapol, Wtochy - badania nad wplywem substancji
pochodzenia naturalnego na agregacje amyloidu p. Wyniki opublikowane w
Chemico-Biological Interactions 2021, 334, 109300.

Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke

7.1 Prowadzenie zaje¢ dla studentéow

Opieka naukowa nad zaproszeniem wyktadowcy, Prof. Davida Walesa, do wygtoszenia serii
prestizowych wyktadow w ramach “Spotlight Talk” w Warszawskiej Szkole Doktorskiej
Nauk Scistych i BioMedycznych, realizowanych i finansowanych w ramach “STER
programme of the Polish National Agency for Academic Exchange, grant no.
BPI/STE/2021/1/00034/U/00001”

Wyktadowca (samodzielnie i we wspolpracy z innymi naukowcami) w Warszawskiej Szkole
Doktorskiej Nauk Scistych 1 BioMedycznych

1. “Practical Aspects in Computational Biophysics”, 30 godzin, 2023.

2. “Introduction to theoretical and computational biophysics”, 30 godzin, 2022.

3. “Computational biophysics & Materials Science”, 30 godzin, 2019.

4. “Computational Methods in Materials Science and Biology”, 30 godzin, 2017/2018.
Prowadzenie lub asysta w prowadzeniu zaj¢¢ na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
1. Asystent podczas zaje¢ z Programowania, 30 godzin, 2014/2015

2. Prowadzacy trzech grup Technologii Informatycznej, 90 godzin, 2013/2014

3. Asystent podczas zaj¢¢ z Technologii Informatycznej, 30 godzin, 2012/2013
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4. Asystent podczas zaje¢ z Chemii Teoretycznej, 45 godzin, 2011/2012

7.2 Promowanie studentow

e Promotor pomocniczy mgr inz. Pameli Smardz, wykonujacej badania w ramach projektu
NCN Sonata, ktérym kieruj¢ w Instytucie Fizyki PAN.

e Promotor pomocniczy mgr Agnieszki Karczynskiej, doktorantki na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego od 16 grudnia 2015 - tytut przewodu doktorskiego:
»Przewidywanie struktury kompleksow biatek przy uzyciu gruboziarnistego pola sitowego
UNRES z wykorzystaniem informacji z baz danych”. Obrona doktoratu: 11.09.2019.

7.3 Dzialania organizacyjne i popularyzujace nauke

e Zaplanowanie, stworzenie, organizacja 1 zarzadzanie lokalnym klastrem obliczeniowym w
Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk, sktadajagcym si¢ obecnie m.in. z kilkunastu
specjalistycznych kart graficznych pozwalajacych na wykonywanie obliczen dynamiki
molekularnej o dwa rzedy wielkosci szybciej niz w przypadku typowych procesoréow (CPU).

e Organizacja warsztatow z doswiadczeniami fizyczno-chemicznymi dla dzieci, mtodziezy
oraz nauczycieli szkot $rednich w trakcie stazy naukowych w grupie Prof. Harolda Scheragi
w Cornell University, w ramach dzialalnosci popularyzujacych nauke (outreach):
08.08.2015, 02.08.2014, 03.08.2013 1 12.07.2012.

e Wspodlorganizacja konferencji From Computational Biophysics to Systems Biology
(CBSB14) w Gdansku w dniach 25.07.2014 — 27.07.2014.

e Wspolorganizacja Battyckiego Festiwalu Nauki na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego w dniach 23-24.05.2014 1 26.05.2011.

e Wspodtorganizacja dnia otwartego Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2012.

8. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

8.1 Projekty naukowe udzielane na poziomie ogdlnokrajowym, w ktorych
habilitant wystepuje w funkcji kierownika

e Kierownik zadania badawczego z ramienia IF PAN w konsorcjum projektowym NCN
Sonata 2022/47/D/NZ7/02399, pt. “Identification of key structural elements of
immunomodulatory proteins - inhibitors of antigenic peptide transporter TAP encoded by
selected alphaherpesviruses”, 01.08.2023-31.07.2026. Projekt w trakcie realizacji.

e Kierownik projektu NCN Sonata UMO-2019/35/D/ST4/03156 pt. “Computational studies of
the disulfide-bond role in proteins”, 10.06.2020 — 09.06.2024. Projekt zakonczony,
sprawozdanie koncowe w trakcie oceny.

e Kierownik projektu NCN Preludium UMO-2015/17/N/ST4/03937 pt. “Global protein
docking algorithms based on the UNRES coarse-grained model”, 28.01.2016 —27.01.2018.
Projekt zostat zakonczony i pozytywnie rozliczony.

8.2 Dzialalnos¢é recenzencka

Autor 58 recenzji manuskryptow naukowych w miedzynarodowych czasopismach:
Biophysical Journal (1), Chemical Papers (16), Journal of Molecular Graphics and
Modelling (3), Computational and Structural Biotechnology Journal (3), International
Journal of Molecular Sciences (7), Molecules (4), Biomolecules (2), Axioms (4), ] —
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9.
1.

Multidisciplinary Scientific Journal (2), The Journal of Physical Chemistry B (2), Journal of
Chemical Theory and Computation (2), ACS Chemical Neuroscience (2), Frontiers in
Molecular Biosciences Biophysics (1), Journal of Physics D: Applied Physics (1), Journal of
Biomolecular Structure & Dynamics (3), Physchem (2), Proteins: Structure, Function and
Bioinformatics (3).

Recenzent projektow grantowych dla Teagasc Walsh Scholarship - the Agriculture
and Food Development Authority, powigzanej z irlandzkim aparatem panstwowym
organizacji odpowiedzialnej za ocen¢ 1 przyznawanie finansowania projektow
badawczo-rozwojowych.

8.3 Wyklady na zaproszenie wygloszone na konferencjach o mi¢dzynarodowym
charakterze

26-28.02.2024 — Ninth Korean-Polish Conference "Protein Folding: Theoretical and
Experimental Approaches", Seul, Korea Poludniowa

24-28.09.2023 — Eighth Polish-Korean Conference "Protein Folding: Theoretical and
Experimental Approaches", Jastrzgbia Gora, Polska.

14-16.09.2022 — Symposium of Polish Bioinformatics Society, Warszawa, Polska.
07-08.2019 — The Fourth Workshop of Vietnamese Students in Poland, Warszawa, Polska.

25.10.2018 — The First ICST Workshop on Computational Biophysics and Medicine, Ho Chi
Minh city, Wietnam.

14-18.08.2017 — 2nd International Conference on Computational Genomics and Proteomics,
Playa Blanca, Panama.

25-29.07.2016 — Coarse-Grained Modeling of Structure and Dynamics of
Biomacromolecules, Telluride, CO, USA.

01-04.12.2014 — 2nd Mathematical and Computational Medicine Conference, Cancun,
Meksyk.

8.4 Pozostale wyklady wygloszone na konferencjach o mi¢dzynarodowym
charakterze

27-31.10.2018 - 14th Rencontres du Vietnam, Computational Biophysics at the Molecular
and MesoScales, Quy Nhon, Wietnam.

07.10.2017 - Coarse graining of biomolecules and beyond: theory and applications, Warsaw,
Poland.

12-16.06.2017 - Physics and Biology of Proteins, Natal, Brazylia.

28.05-01.06.2016 - Second Polish-Korean Conference on Protein Folding Theoretical and
Experimental Approaches, Gdansk, Polska.

24-28.05.2015 - The First Korean-Polish Conference on Protein Folding: Theoretical and
Experimental Approaches, Seul, Korea Potudniowa.
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