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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Pietrusia
pt.: The role and importance of fluorine in the rational drug design on the example of
selected class A GPCR receptors,
(Rola i znaczenie fluoru w racjonalnym projektowaniu lekow na przykiadzie wybranych

receptorow klasy A GPCR),

wykonanej pod opieka naukowa dr hab. Rafata Kurczaba oraz dr hab. Justyny
Kalinowskiej-Ttuscik

Podstawe formalna wykonania recenzji stanow: pismo Rady Nankowej Instytutn Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk 3 dnia 21.171.2022.

Metody obliczeniowe stuzace do projektowania struktur zwiazkéw, badania struktury i
konformacji biomolekul, jak réwniez zajmujace si¢ analiza oddzialywan wewnatrz- i
mig¢dzyczasteczkowych maja ugruntowana pozycje w dziedzinie nauk biologicznych, chemicznych
oraz biochemicznych. Z uwagi na duza zlozono§¢ badanych ukladéw biologicznych oraz
kompleksowos§¢ proceséw w nich zachodzacych, réwnolegle z badaniami skupionymi na
konkretnych ukladach podejmowane sa liczne starania majace na celu ulepszenie dokladnosci i
wydajnosci dostepnych metodologii oraz towarzyszacych im narzedzi obliczeniowych.

Recenzowana rozprawa doktorska, napisana przez Pana mgr Wojciecha Pietrusia,
poswiccona jest ocenie wplywu fluoru na wiasciwosci fizykochemiczne czasteczek zawierajacych
ten pierwiastek oraz na ich aktywno$c¢ biologiczna.

Przedstawiona do oceny rozprawa skonstruowana jest w formie kompilacji pigciu

artykuldw  oryginalnych ~ opublikowanych ~w  uznanych  czasopismach o  zasi¢gu
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mi¢dzynarodowym, znajdujacych si¢ na liscie filadelfijskiej. Do kolekcji artykutéw dolaczony jest
wstep, w ktorym Autor przedstawil wybrane zagadnienia zwigzane bezposrednio z tematyka
przeprowadzonych badan a takze skondensowany opis celow oraz rezultatéw pracy.

Artykuly o lacznym IF wynoszacym 23,004 opublikowane zostaly w: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy (IF = 4,098, punkty MEIN = 140), ChemPhysChen (IF = 3,102, punkty
MEIN = 100), Molecules (IF = 4,411, punkty MEiN = 140), Biomolecules (IF = 4,879, punkty MEIN
= 100) oraz European Journal of Medicinal Chemistry IF = 6,514, punkty MEIN = 140).

Autor okredlit udzial w realizacji wszystkich prac w sposéb opisowy. Z opisu tego wynika,
ze jego rola w realizacji powyzszych prac dotyczyla badan teoretycznych, w szczegdlnosci
wykonania obliczen kwantowo-mechanicznych dla serii czasteczek, w tym obliczenia potencjalu
elektrostatycznego, analizy wibracyjnej widm teoretycznych, przeprowadzenia symulacji metoda
dynamiki molekularnej, analizowania otrzymanych wynikéw, a takze pisania manuskryptéw oraz
przeprowadzania analizy literatury. Pan Wojciech Pietru§ w ramach swojej pracy doktorskiej
przeprowadzil réwniez badania eksperymentalne dotyczace krystalizacji niefluorowanych, mono-
1 di-fluoropochodnych para-halogenoanilin oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej powyzszych
zwiazkow.

Tematem wigzacym wszystkie prace jest zastosowanie wybranych metod obliczeniowych
w celu zaprojektowania oraz badania mechanizmu oddzialywania zwigzkéw zawierajacych
halogeny, gtéwnie fluor. Cel zdefiniowany we wstepie przez Autora rozprawy dotyczy o$miu
gléwnych aspektow.

Szczegolowe cele pracy zwigzane sa okresleniem wplywu podstawnika fluorowego na: (i)
energi¢ migdzyczasteczkowych wigzan halogenowych i wodorowych w ukladach modelowych
oraz w uktadach biologicznych, (ii) zbadaniem korelacji mi¢dzy energia wewnatrzczasteczkowych
1 migdzyczasteczkowych oddziatywan z fluorem a zmianami w widmach ramanowskich oraz FT-
IR, (iif) wplywem fluoru na parametry o-dziury, (iv) oddzialywania migdzyczasteczkowe
obserwowane w strukturach zdeponowanych w bazie PDB, (v) racjonalne projektowanie nowych
zwiazkow, potencjalnych lekow, jak réwniez (vi) opracowanie zasad projektowania nowych lekéw
w oparciu o analiz¢ kliféw aktywnosci dla transformacji wymiany atomu wodoru na atom fluoru.
Ponadto, kolejny cel badan przeprowadzonych przez Pana Wojciecha Pietrusia dotyczyl
krystalizacji zsyntetyzowanych zwiazkow 1 analizy rentgenostrukturalnej monokrysztaléw mono- 1
difluoropochodnych benzenu. Realizacja powyzszych celéw miata dostarczy¢ nowych informacii
na temat wplywu podstawnika fluorowego w zwigzkach na ich wlasciwosci fizykochemiczne i

farmakodynamiczne.
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Dolaczony do zestawu publikacji wstep jest dos¢ zwiezly lecz pokazuje, ze Autor
rozprawy doskonale porusza si¢ w tematyce prowadzonych przez siebie badan. Tres¢ wstepu
podzielono kilka sekcji, dotyczacych m.in. istotnych informacji na temat fluoru, tworzonych
przez niego typu wigzan, jego wplywu na wlasciwosci fizykochemiczne zwiazkéw chemicznych
oraz jego znaczeniu w chemii medycznej. Kolejne rozdzialy dotycza problematyki symulowania
ukladéw biologicznych. Autor pokrotce omoéwil wybrane metody obliczeniowe, ktore
wykorzystal w swoich badaniach m.in. metod¢ dynamiki molekularnej, kwantowsa teori¢ atomow
w czasteczkach, metode dekompozycji energii, klify aktywnosci (ang. activity cliffs) pomocna w
racjonalnym projektowaniu lekow. Calos¢ kazdej z tych sekcji stanowi dos¢ spdjny ciag, w
ktérym Autor wprowadza czytelnika w zagadnienia istotne dla opisanych pézniej badan.
Nastepnie precyzowane sa szczegdlowe cele badawcze oraz metodyka prowadzonych badan
teoretycznych i eksperymentalnych. Na konicu prezentowane sa (w sposob skondensowany w
poréwnaniu do oryginalnych artykuléw naukowych) wyniki uzyskane w toku badan. Prezentacje
wynikow podzielono w analogii do artykulow, w ktérych si¢ one oryginalnie ukazaly.
Zakonczenie wstgpu stanowia wnioski bedace podsumowaniem najwazniejszych wynikéw
uzyskanych w toku badan opisanych w niniejszej rozprawie.

Ponizej omawiam badania i ich wyniki, zawarte w pracach bedacych podstawg rozprawy.
Omowienie to jest do$¢ pobieznie z uwagi m.in. na to, ze prace wchodzace w sklad rozprawy
byly juz recenzowane. Dodatkowo, 2z racji faktu, iz niektére prace dotycza badan
multidyscyplinarnych, skupiam si¢ na elementach dotyczacych bezposrednio recenzowanej
rozprawy.

o W pracy P1 [W. Pitru$ i wsp., Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 2021, 252,
119536] przeprowadzone obliczenia 1 analiza map powierzchni potencjalu
elektrostatycznego wyjasnily wplyw podstawienia aniliny atomem fluoru na wlasciwosci
czasteczki, w tym tendencj¢ do tworzenia odzialywan miedzyczasteczkowych w danym
ukladzie. Badania wykazaly, zZe silnie elektroujemny atom fluoru podstawiony do
czasteczki aniliny decyduje o zwigckszeniu kwasowosci atoméw wodoru w grupie
aminowej, jednoczesnie maleje dostepnosé wolnej pary elektronowej na atomie azotu.
Powyzsze efekty zalezne sa od miejsca podstawienia atomu fluoru w uktadzie
aromatycznym  aniliny. Na podstawie analizy map powierzchni potencjatu
elektrostatycznego z obliczonymi ladunkami Mullikena dla trzech monofluorowych
pochodnych aniliny okreslono, iz 3-fluoroanilina jest najstabilniejszym izomerem,
charakteryzujacym si¢ najwyzsza entalpia dysocjacji wigzania N-H, co czyni grupe

aminowa w tym izomerze najstabszym donorem wigzania wodorowego w poréwnaniu z
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pozostalymi dwoma monofluorowymi pochodnymi aniliny. Dla wszystkich trzech
monofluorowych pochodnych aniliny przeprowadzono badania spektroskopowe, ktore
potwierdzily iz przylaczenie fluoru do czasteczki aniliny powoduje ostabienie
powstawania wigzan wodorowych z udzialem grupy aminowej.

Badania ujete w kolejnej pracy (P2) [W. Pierus i wsp., ChemPhysChem. 2021, 22, 2115] sa
kontynuacja prowadzonych badan i dotycza wplywu obecnosci halogenu (atom chloru,
bromu lub jodu) w pozycji -para w czasteczce aniliny i jej pochodnych tj. mono- i
difluoroanilinie na geometri¢ czasteczki oraz na wystepujace w niej miedzyczasteczkowe
wigzania niekowalencyjne. Przy zastosowaniu kwantowej teorii atoméw w czasteczkach
(QTAIM) oraz na podstawie wyznaczonych mapach EPS oraz analizy spektroskopowe;
(FT-IR) autorzy wykazali, ze wraz ze wzrostem masy halogenu zwigkszaja si¢ wymiary o-
dziury. Ponadto, najwickszy wplyw fluoru na oddzialywania miedzyczasteczkowe oraz
zmiang charakteru fluoru odnotowano dla 2,6-difluoro pochodnych aniliny.

W publikacji P3 [Pietru§ w. i wsp., Molecules, 2022, 27(3), 1005] przedstawiono
statystycza analize struktur zdeponowanych w bazie PDB zawierajacych fluorowane
ligandy pod katem preferencji geometrycznych, czgstosci wystgpowania i czgstosci wiazan
tworzonych z udzialem fluoru. Analiza wykazala, Ze ilo§¢ obserwowanych wigzan
wodorowych (HB) C-H--F przewyzszala liczebnosé¢ wigzan N-H--'F oraz O-H-*F. Na
site HB tworzonych z udzialem fluoru wplywa gléwnie dtugosé wiazania HB. Ponadto,
okreslono z jakim resztami aminokwasowymi oddzialuja ligandy zawierajace
waromatyczny” lub ,alifatyczny” fluor. Autorzy wykazali, ze fluor preferuje hydrofobowe
otocznie w badanych uktadach biologicznych.

W kolejnej publikacji z cyklu (P4) [Pietrus W. i wsp., Biomolecules 2021, 11,1647]
zastosowano metodyke kliféw aktywnosci do badania fluorowanych ligandéw
zdeponowanych w bazie ChEMB, wykazujacych aktywnos¢ wobec receptorow
aminergicznych klasy A GPCR. Badania wykazaly, ze obecno$¢ atomu fluoru w pozycji
orto- w pierdcieniu aromatycznym liganda powodowaé moze nawet dwukrotne wigksze
prawdopodobienistwo wzrostu aktywnosci danego zwigzku. Natomiast fluor przylaczony
do wegla alifatycznego picciokrotnie cze¢sciej wplywal na zmniejszenie aktywnosci
biologicznej (pKi) badanych zwiazkéw wyjsciowych.

Ostatnia publikacja z cyklu (P5) obejmuje badania interdyscyplinarne, taczace synteze
chemiczng 1 badania 7 vitro z badaniami teoretycznymi. Celem badan bylo zbadanie
wplywu miejsca podstawienia atomem halogenu pierscienia fenylowego pochodnych

fluoksetyny 1 fluwoksaminy na ich aktywno$¢ biologiczna [Staron J. i wsp., European
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Journal of Medicinal Chemistry, 2021, 220, 113533]. W pracy Autorzy skupili sig na
selektywnych inhibitorach wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI) i ich wigzaniu do
transportera serotoniny (SERT). Zaprojektowano 1 zsyntetyzowano 22 pochodne
fluoksetyny i fluwoksaminy, dla ktérych wyznaczono powinowactwo wobec SERT.
Ponadto, w celu wyjasnienia wplywu halogenu w czasteczkach nowych zwiazkéw na
powinowactwo do SERT, przeprowadzono analize¢ SAR, obliczenia kwantowo-
mechaniczne, dokowanie nowych zwigzkéw do SERT (PDB: 516X) oraz dynamike
molekularng dla otrzymanych ukladéow ligand-SERT. Badania teoretyczne pozwolity na
identyfikacj¢ dwoch partneréw do tworzenia wigzan z halogenami tj. atoméw tlenu
karbonylowego reszt aminokwasowych: E493 1 T497. Reszty te uczestniczyly w
najwickszej liczbie utworzonych wiazan halogenowych z ligandami. Ponadto stwierdzono,
ze zwiazki o cigzszych atomach halogenu wiaza si¢ z SERT w inny sposéb, nie opisany
do tej pory w literaturze. Analiza XSAR doprowadzila do syntezy dwoch najbardziej
aktywnych zwigzkow posiadajacych silne powinowactwo do SERT, tj. K, = 5 nM (K, 6.2
razy nizsze od zwiazku wyjsciowego, fluoksetyny) 1 K, = 9 nM (K 50.8 razy nizsze od
zwigzku wyjSciowego, fluwoksaminy). Jest to znakomity przyklad wykorzystania
narzedzia - analizy XSAR [R. Kurczab, i wsp. J. Med. Chem. 61 (19) (2018) 8717e8733] -

w identyfikacji optymalnego podstawienia atoméw halogenu w czasteczce potencjalnego

leku.

Niezaleznie od faktu, iz powyzsze prace stanowigce podstawe rozprawy oraz wyniki w
nich zawarte byly juz uprzednio recenzowane, szczegélowa analiza prac, wliczajac w to
dolaczony wstep ujawnila pewne niejasnosci, ktére z obowiazku recenzenta przedstawiam w
formie nastepujacych uwag:

o Drobne pomyltki merytoryczne (np. przypisywanie pojedynczej czasteczce barwy i
zapachu (str. 10), nieprawidtowa relacja miedzy katami 0 na Rys. 2, blad w réwnaniu (1),
polegajacy na nieprawidlowo wyrazonej zredukowanej masie, bledne cytacje dla podl
sitfowych GROMOS i CHARMM (podano odnosniki do pakietéw noszacych te same
nazwy), niestuszne rozréznienie pomiedzy AIMD i klasyczna MD na podstawie kryterium
czgstosci obliczenia energii w trakcie symulacji, bledne kryteria klasyfikacji efektow
fluorowania na str. 45. lub uzywanie J jako symbolu chemicznego jodu).

0 Metodologia symulacji AIMD w pracy P1 nie jest do konca jasna. Liczba czasteczek i
objetos¢ komorki symulacyjnej dosé znaczaco (~25%) odbiegaja od realnych gestosci

badanych zwiazkow w stanie cieczy, brak réwniez informacji o kontroli ci$nienia, co
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sugeruje stala objeto§¢ komorki podczaj symulacji. Uzycie programu Packmol nie

determinuje poczatkowej konfiguracji ukladu, ktéra moze odpowiada¢ strukturze guasi-

krystalicznej badz zupelnie losowej; nie jest jasne jakq strukture wybrano do symulacji.

Ponadto, nasuwaja si¢ pytania odnosnie zbieznosci symulacji wobec jej ograniczonej

dlugosci, tj. 20 ps (co, nawet jesli chodzi o rownowage termodynamiczng cieczy, nie jest

zbyt dlugim czasem). Dodatkowe wyjasnienia bylyby pozadane z uwagi na znakomitg

zgodno§¢ pomigdzy teoretycznymi a eksperymentalnymi widmami zilustrowana w

oryginalnej pracy (Fig. 4) oraz potencjal zastosowanej metodologii w analogicznych

obliczeniach prowadzonych dla innych ukltadéw.

o Praca P3 w duzej mierze opiera si¢ na analizie energii wigzan wodorowych zachodzacych
z udzialem fluoru. Niezaleznie od schematu obliczenia energii takich oddzialywan,
zawsze brano pod uwage cala czasteczke liganda oraz jego otoczenie. Jednakze cigzko
zakladad, ze cala energia oddzialywan ligand-proteina ma zrédlo w badanych wigzaniach
wodorowych. Stad tez uzyskane i analizowane energie skladajq si¢ z wielu réznych
elementéw, w tym takze z poszukiwanego wkladu wigzan wodorowych. Na ile
uzasadnione jest zalozenie duzej korelacji pomigdzy tymi wielko$ciami (ew. dominujace;j
kontrybucji badanych wigzan wodorowych)? Czy, biorac pod uwage zmienne rozmiary
ligandow, mozna w ogole zalozy¢ taka relacje?

o W tej samej pracy przedstawiono analize wigzan wodorowych z udzialem fluoru z
podzialem na rodzaj aminokwasu tworzacych wiazania z ligandami. Czy wspomniana
normalizacja (panele B 1 D, Rys. 15) dotyczy czestosci wystepowania danego aminokwasu
w calej populacji protein, ich analizowanego podzbioru lub jeszcze innego (nie
wymienionego w pracy) kryterium?

o Na stronie 47 rozprawy, w tekscie nawigzujacym do publikacji P4, Autor podkreslil, ze
»pojedyncze podstawienie fluorem moze prowadzi¢ do znacznych zmian w selektywnosci
zwigzkow bioaktywnych, a takze zmiany ich funkcji biologicznej np. z odwrotnego
agonisty na antagoniste”. Pozadane byloby rozwiniecie tego waznego tematu o przykiady
takich podstawien poparte cytacjami.

Wyniki zawarte w ww. pracach oceniam jako warto$ciowe i wnoszace istotny wkiad w
dziedzing modelowania biomolekularnego. Warto podkresli¢, iz cele badawcze deklarowane przez
Doktoranta zostaly w pelni zrealizowane.

Oprocz dyskutowanej powyzej rozprawy doktorskiej oraz wynikéw w niej zawartych,

nalezy takze doceni¢ duza aktywno$¢ badawcza Doktoranta, na ktora sklada si¢ 12 artykulow
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oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, zacytowanych 55 razy (wg.
Scopus). Laczny Impact Factor wynosi 63,764.

Podkresdli¢ warto aktywnosé¢ Doktoranta na innych polach zwiazanych z nauka. W
szczegdlnosci  chodzi  tu o  zaangazowanie w  realizowanie projektu  Preludium
2019/35/N/NZ7/04312 pt. ,,Podstawienie fluorem — nowy algorytm zwickszania aktywnosci
biologicznej” oraz SONATA UMO-2016/21/D/NZ7/00620 finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki.) oraz naukowy staz zagraniczny odbyty w Bonn-Aachen International Center for
Information Technology (b-it) Life Science Informatics.

Oceniajac wysoko poziom badaft naukowych bedacych podstaws recenzowanej rozprawy,
w podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwiazku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o
dopuszczenie mgr. Wojciecha Pietrusia do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

Ponadto, biorac pod uwage szereg czynnikéw pozytywnie wyrdzniajacych prace naukows
oraz aktywno$¢ naukowsg Doktoranta, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy. Uzasadniam to przede
wszystkim poziomem naukowym prezentowanym w publikacjach stanowiacych rozprawe

doktorska Pana mgra Wojciecha Pietrusia.
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