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Streszczenie Pracy Doktorskiej

Sity elektrostatyczne sa jednym z najwazniejszych czynnikéw decyduja-
cych o tworzeniu struktur krystalicznych i komplekséw biatko-ligand. Ge-
stoéé¢ elektronowa otrzymana z danych doswiadczalnych lub teoretycznych
umozliwia wglad w charakter elektronowy struktury krystalicznej oraz cza-
steczek wraz z mozliwoscig iloSciowej analizy sily oddziatywan. Fakt ten
powinien byé zastosowany w procesie projektowania ligandéw jako bardziej
doktadnego podejscia w poréwnaniu do metod opartych na polach sitowych,
co stanowi podwaliny prezentowanej pracy doktorskie;j.

W mojej pracy doktorskiej uzytam po raz pierwszy podejscia opartego
na banku asferycznych atoméw, analizie powierzchni Hirshfelda i Kwantowej
Teorii Atoméw w Czasteczkach (ang. Quantum Theory of Atoms in Molecu-
les, QTAIM), jako podstawy do analizy oddzialywan pomiedzy ligandem i
biatkiem. Praca doktorska sktada si¢ z dwoch czesci. Pierwsza cze$¢ obejmuje
doswiadczalne badania gestosci elektronowej inhibitoréow kinaz biatkowych
i analize ich oddziatywan z biatkami. Druga cze$¢ opiera sie na analizie 24
komplekséw pomiedzy pochodnymi witaminy D i Receptorem Witaminy D
(VDR). Badania poréwnawcze dotyczace elektrostatycznej energii oddzialy-
wan i potencjatu elektrostatycznego wyjadnity preferencje wigzania matych
czasteczek z biatkami (przyklad sunitynibu). Analiza licznych komplekséw
pomiedzy receptorem a ligandami o podobnej strukturze doprowadzita do
zaprojektowania agonistow o najnizszej elektrostatycznej energii oddziaty-
wan (analogi witaminy D).

Gestos¢ elektronowa umozliwia zrozumienie wystepujacych w strukturze
krystalicznej oddzialywan. WP1066 jest inhibitorem STAT3, ktory ulatwia
rozprzestrzenianie sie guza przez stymulacje angiogenezy i hamowanie odpo-
wiedzi przeciwnowotworowej. STAT3 mozna uznaé¢ za idealny cel interwen-
cji terapeutycznej. Wyznaczona struktura krystaliczna wykazata ze czaste-
czki WP1066 w krysztale tworza dimer, potaczony wiazaniem halogenowym
C=N...Br. Wiazania halogenowe skupiaja uwage wielu badaczy, poniewaz



podobnie jak wiazanie wodorowe moze mie¢ wplyw na wigzanie ligandu z
biatkiem a takze bra¢ udzial w procesie zwijania biatek. Wyznaczona ge-
stos¢ elektronowa umozliwita wykazanie anizotropowego rozktadu gestosci
deformacyjnej wokét atomu bromu, co wplywa na jego potencjat elektrosta-
tyczny. Potencjal elektrostatyczny wzdtuz wigzania halogenowego wykazuje
bardziej dodatni charakter, co nazywane jest dziura o (ang. o-hole) i praw-
dopodobnie jest przyczyna powstawania tego typu oddzialywan. Dodatkowo
analiza bazy struktur krystalicznych (Cambridge Structural Database) i ob-
liczenia teoretyczne potwierdzily ze sita badanego wigzania halogenowego
jest porownywalna do sity stabego wiazania wodorowego typu C-H...O.
Drugi wysokorozdzielczy pomiar dyfrakcji promieniowania rentgenow-
skiego wykonatam dla jabtczanu sunitynibu. Jest to lek stosowany w walce
z nowotworami, ktéry blokuje niektore specyficzne enzymy zwane kinaza-
mi biatkowymi. Sunitynib jest lekiem zaprojektowanym, ktory uniemozli-
wia wiazanie czasteczek ATP. W bazie struktur biatkowych (Protein Data
Bank - PDB) umieszczonych jest 6 struktur komplekséw sunitynib-biatko,
co umozliwito doglebna analize oddzialywan pomiedzy lekiem i celem te-
rapeutycznym. Analiza powierzchni Hirshfeld ujawnita podobny schemat
oddziatywan wystepujacych pomiedzy czasteczkami sunitynibu w krysztale
jablczanu jak i w kieszeni aktywnej. Gestos¢é elektronowa kompleksow ki-
naz zostala zrekonstruowana za pomoca banku pseudoatoméw UBDB, co
z kolei umozliwito analize wlasciwosci elektrostatycznych kinaz VEGRF2,
CDK2, G2K, KIT i IT. Podejécie QTAIM bylo pomocne przy odnalezieniu
najbardziej konserwowanych oddzialywan pomiedzy ligandem i resztami a-
minokwasowymi budujacymi kieszen aktywna. Badania wykazaly ze oprocz
oddziatywan podobnych do oddziatywan wystepujacych z ATP (3 wiazania
wodorowe) konserwowane jest 6 innych oddzialywan: dwa stabe oddzialy-
wania C-H... O i cztery kontakty C-H...w. Jak wynika z prostego wzoru
empirycznego proponowanego przez Espinosa & Lecomte glowa czasteczki
sunitynibu (bez tancucha bocznego) oddziatuje z podobna energia z kinaza-
mi, tylko w przypadku kompleksu CDK2 to oddzialywanie jest silniejsze.
Bardziej ogélne podejécie uwzgledniajace rowniez dalekozasiegowy cha-
rakter oddzialywan polega na wykorzystaniu banku asferycznych atoméw i
metody EPMM (ang. Ezact Potential and Multipole Model), umozliwiaja-
cej obliczenie elektrostatycznej energii oddzialtywan. Okazuje sie, ze z wy-
jatkiem kinazy VEGFR2, wszystkie pozostale biatka z poréwnywalng sita
wiaza sunitynib. Elektrostatyczna energia oddzialywan dla sunitynib z po-
minigciem tafcucha bocznego wynosi okoto -60 kcal-mol~! (-16 kcal-mol~*
dla VEGFR2). Z punktu widzenia elektrostatyki, sila wiazania sunityni-
bu nie zalezy od tego, czy biatko jest w formie aktywnej czy nieaktywne;j.
Jest to zgodne z kwalifikacja sunitynibu jako inhibitora pierwszego rodza-
ju. Moja analiza wykazala, ze tancuch boczny dodatkowo wzmacnia sile
wigzania sunitynibu, poniewaz w zaleznosci od biatka, przyjmuje on rézne
konformacje, tak aby maksymalizowaé site oddzialywania z aminokwasa-



mi na powierzchni biatka, tworzac dodatkowe wigzania wodorowe lub inne
odziatywania elektrostatyczne. Przykladowo, w strukturze CDK2 sunitynib
przyjmuje mniej korzystna konformacje, tak aby utworzy¢ wigzanie wodo-
rowe z Asp86 i Leul34. Prawdopodobnie ten mechanizm ma zwiazek z niska
specyficznoscig sunitynibu, ktéry wiaze sie z wiekszoécia bialek zaliczanych
do kinaz. W kazdym analizowanym kompleksie wystepuja silne oddziaty-
wania z resztami aminokwasowymi, wchodzacymi w sktad regionu ”zawias”
(ang. hinge) analizowanych kinaz, ktére tworza wiazania wodorowe z suni-
tynibem. Wiazania te, zgodnie z literatura, sa uwazane za niezbedne aby
dana czasteczka skutecznie wiazala si¢ z biatkiem. Te same wiazania wo-
dorowe sg tworzone z adening w momencie tworzenia kompleksu kinazy
z ATP/ADP (jeden z substratéw reakcji katalizowanej przez kinazy). W
przypadku sunitynibu, istnieje jeszcze jedno, stosunkowo silne oddzialywa-
nie elektrostatyczne, obecne we wszystkich analizowanych biatkach, jest to
oddziatywanie konserwowanej reszty kwasu asparaginowego z fluorem. Po-
zostale mocne oddzialywania z sunitynibem sa tworzone przez negatywnie
naladowane reszty aminokwasowe (sunitynib ma tadunek dodatki) potozone
w roznych pozycjach, w zaleznoéci od biatka.

W przeciwienstwie do czasteczki ATP/ADP, sunitynib jest maly i pa-
suje do kieszeni aktywnej, niezaleznie od stanu aktywacji kinaz biatkowych
(matla kieszen dla kinaz nieaktywnych: VEGRF2, KIT i wieksza kieszen dla
kinaz w postaci aktywnej: biatko CDK2, G2K i IT). Elektrostatyczna ener-
gia oddzialywan z silnie konserwowana triada DFG, ktéra jest odpowiedzial-
na za zamkniecie kieszeni aktywnej jest podobna dla wszystkich badanych
komplekséw. Analiza kinazy KIT w formie nieaktywnym (z sunitynibem)
i aktywnej (z ADP), wykazala ze oba ligandy oddzialuja z resztami ami-
nokwasowymi kieszeni aktywnej z poréwnywalna sila, co wyjaénia dlaczego
sunitynib moze konkurowaé z ATP/ADP. Ponadto, odwracalna zmiana kon-
formacji z aktywnej do nieaktywnej kinazy KIT powoduje modyfikacje jego
potencjatu elektrostatycznego, ktéry wykazuje bardziej negatywne i bardziej
pozytywne wartosci potencjatu elektrostatycznego zrzutowane na powierzch-
nie van der Waalsa dla postaci aktywnej i nieaktywnej, odpowiednio. Cechy
te sa zgodne z potencjatem elektrostatycznym sunitynibu i czasteczki ATP.
Wyniki te wyjasniaja preferencje sunitynibu do wigzania sie do nieaktywnej
postaci KIT. Badania te zostaly rozszerzone na wieksza grupe kinaz biatko-
wych, dla ktérych w PDB znajduja sie zdeponowane struktury o identycznej
sekwencji 1 wystepujace w obu formach: aktywnej i nieaktywnej. Wyniki te
wskazuja ze zmiana stanu aktywacji dla receptorowych kinaz tyrozynowych
prowadzi do zmiany potencjatu elektrostatycznego.

Réznorodnoéé struktur czasteczkowych inhibitoréow kinaz jest niezwykla,
dlatego w kolejnym etapie pracy skupitam si¢ na ligandach o podobnej struk-
turze czasteczkowej i dziatajacych na ten sam receptor VDR. Doprowadzito
to do zaproponowania nowych agonistow VDR. Elektrostatyczna energia
oddzialywan dostepna po rekonstrukcji gestosci elektronowej przy pomocy



UBDB umozliwilta zrozumienie oddziatywan wystepujacych pomiedzy natu-
ralnym ligandem, analogami witaminy D i receptorem. Analiza strukturalna
potaczona z technika dopasowania dostepnych komplekséw receptor-ligand
wykazala, ze istnieje 29 reszt aminokwasowych, ktére wiaza ligand. Trp286,
ktore jest specyficzne dla VDR, odgrywa kluczowa role w pozycjonowaniu
ligandu. Trp286 tworzy wewnatrzczasteczkowe wiazanie wodorowe z Ser275,
ktora z kolei oddziatuje z Met272. Trp286 tworzy sie¢ réznorodnych oddzia-
tywan z ligandem, gtéwnie CH...7, o elektrostatycznej energii oddziatywania
réwnej -4 kcal-mol ™!, co wskazuje na ich bardzo silny charakter. Elektrosta-
tycznych wklad w catkowita energie dla oddzialywan dyspersyjnych nie jest
najistotniejszy. Dodatkowo, ligand otacza helise H3 VDR, pierécien A wita-
miny D oddziatuje z helisa H5, a grupa hydroksylowa w pozycji 24- lub 25-
oddzialuje z resztami aminokwasowymi wchodzacymi w sktad petli taczacej
helisy H7 i H11. Sie¢ tych oddziatywan jest odpowiedzialna za powstanie
odpowiedniej konformacji receptora niezbednej do jego dalszego funkcjono-
wania. Kieszen aktywna sklada sie gléwnie z reszt hydrofobowych, istnieje
jednak 6 charakterystycznych wigzan wodorowych dla wszystkich badanych
ligandow. Grupa hydroksylowa w pozycji 1- tworzy dwa wigzania wodorowe
z Ser237 (H3) i Arg274 (H5), podczas gdy grupa hydroksylowa w pozycji
3- tworzy dwa wiazania wodorowe z Ser278 (H5) i Tyr143. Ich elektrosta-
tyczna energia oddzialywan silnie przyczynia sie do sumarycznej energii dla
calej kieszeni wiazacej ze érednig wartoscia energii réwna -8 kcal-mol ™!, -19
kcal-mol™!, -11 kcal-mol 1, -12 keal-mol ™!, odpowiednio. Lancuch alifatycz-
ny pochodnych witaminy D o duzej swobodzie konformacyjnej przyjmuje
rozciggnieta konformacje i jest otoczony przez reszty aminokwaséow o wia-
$ciwoéciach hydrofobowych. Hydroksylowa grupa z pozycji 24 lub 25- tworzy
wiazanie wodorowe z His305 wodoru (ktéry lezy w petli taczacej H6 i H7) i
His397 (H11) i energii elektrostatycznych oddzialywan jest bliska -13 i -11
kcal-mol~!, odpowiednio.

Catkowita energia elektrostatyczna dla badanych analogéw witaminy D
mieéci sie w przedziale od -53 kcal-mol ™! do -111 kcal-mol~! w zaleznoéci od
zmian w strukturze molekularnej ligandu. Czasteczki o najnizszej elektrosta-
tycznej energii oddziatywania to OCC, KH1, O1C i EIM (nazwa ligandéw
zgodne z kodami PDB). Przeprowadzona analiza umozliwila zaproponowa-
nie 4 nowych ligandéw, ktére powinny mieé¢ najnizsza elektrostatyczng ener-
gie oddzialywan. Geometria komplekséw proponowanych ligandéw z VDR
otrzymalam przy uzyciu programowu dokujacego (Autodock4.3), ktéra zo-
stala wykorzystana do obliczen elektrostatycznej energii oddzialywan. Kon-
cowy wynik dla proponowanych ligandéw TB1 i TB2 otrzymanych metoda
EPMM wynosi -153 i -120 kcal-mol ™!, co stanowi najnizszy wynik sposréd
analizowanych komplekséw.

Podsumowujac, moja praca doktorska stanowi jedna z pierwszych préb
wykorzystania eksperymentalnej i modelowanej gestosci elektronowej jako
narzedzia w procesie projektowania ligandéw. Procedury te moga by¢ zasto-



sowane dla kazdego kandydata na lek z dostepnymi monokrysztalami i/lub
znana struktura krystaliczng kompleksu z celem terapeutycznym (biatko,
DNA, makroczasteczka). Analiza QTAIM gestosci elektronowej zrekonstru-
owanej za pomoca banku pseudoatoméw moze odnalezé oddziatywania cha-
rakterystyczne dla danego kompleksu, a wykorzystujac proste metody empi-
ryczne okresli¢ takze ich energie. Natomiast, analiza caltej rodziny pochod-
nych malych czasteczek moze umozliwi¢ projektowanie nowych ligandéw,
ktore nastepnie nalezy poddaé¢ optymalizacji pod wzgledem innych wtasci-
wosci fizykochemicznych. Wiele z prezentowanych wynikéw byty juz przed-
miotem artykuléw naukowych (do tej pory, jestem wspétautorem 23 publika-
cji). Ostatnie publikacje dotyczace tematéw zawartych w pracy doktorskiej
sg obecnie w przygotowaniu.



