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Rola i znaczenie fluoru w racjonalnym projektowaniu lekéw na
przykladzie wybranych receptorow klasy A GPCR

Recenzowana rozprawa jest oparta na 5-ciu publikacjach, ktore stanowig integralng
cze$¢ tej rozprawy. Zostaly one opublikowane w nastgpujacych czasopismach:
Spectrochimica Acta A (2021), ChemPhysChem (2021), Biomolecules (2021), European
Journal of Medicinal Chemistry (2021), oraz Molecules (2022). Wszystkie te czasopisma
maja wysokie wspotczynniki oddziatywania, w zakresie 3,1-6,5, natomiast Doktorant jest
pierwszych autorem w wigkszosci z tych publikacji, co dowodzi ogromnego wktadu pracy
wlozonego w otrzymanie i analize wynikow. Wstep do tych publikacji jest napisany po
polsku, liczy 62 strony, i obejmuje wstep literaturowy (16 stron), stosowane metody (opisane
bardziej ogdlnie we wstepie oraz szczegblowo w osobnym rozdziale — 7 stron), uzyskane
wyniki z podzialem na poszczegélne publikacje — 21 stron, oraz wnioski 1 cze$¢
bibliograficzng obejmujaca 129 odnosnikow literaturowych. Wstep ten jest napisany
przejrzyscie, poprawnym jezykiem naukowym, ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi na cechy
charakterystyczne halogenowcéw, ktore sprawiajg, ze te pierwiastki tworza unikalne
oddziatywania. Odno$niki literaturowe sg dobrane poprawnie, ze znaczng liczbg nowych prac,
co wskazuje na bardzo dobrg orientacje Doktoranta w temacie bedacym przedmiotem
rozprawy.

Cele badan sa obszerne i obejmujg: okreslenie wptywu podstawnika fluorowego na
oddziatywania miedzyczasteczkowe, zbadanie korelacji ze zmianami w widmach FT-IR oraz

ramanowskich, wyznaczenie energii tych oddziatywan, okreslenie roli i znaczenia fluoru w
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racjonalnym projektowaniu lekéw, oraz opracowanie nowych zasad racjonalnego
projektowania nowych lekow dla wymiany wodoru na atom fluoru. Wptyw podstawnikow
fluorowych na witasciwosci zwigzkow biologicznie aktywnych jest trudny do przewidzenia,
dlatego takie badania sg bardzo cenne. Przedstawione cele nie znajduja jednak
odzwierciedlenia w tytule pracy, ktory jest ograniczony tylko do projektowania lekéw i to
tylko dla receptoréw GPCR, podczas gdy te receptory sg tematem badawczym tylko w jednej
z przedstawionych publikacji. Wszystkie wybrane publikacje bedace podstawg doktoratu sg
spojne tematycznie obejmujac roznorodne aspekty badan nad podstawnikami halogenowymi,
zatem temat rozprawy powinien to odzwierciedlac.

Do realizacji wyznaczonych zadan wykorzystano zarowno metody eksperymentalne
(spektroskopie w podczerwieni, oraz spektroskopi¢ Ramana, a takze rentgenowska analize
strukturalng) jak rowniez metody teoretyczne (obliczenia kwantowo-chemiczne oraz metody
modelowania molekularnego), co sprawia ze otrzymane wyniki sg wiarygodne i szeroko
charakteryzuja badane zjawiska. Wszystkie prace s3a wieloautorskie lecz zakres prac
wykonanych przez Doktoranta zostal jasno zdefiniowany i jest znaczacy.

Tematem pierwszej pracy bylo okreslenie wptywu fluoru na wigzania wodorowe w
uktadzie modelowym aniliny, a konkretnie zbadano wplyw miejsca podstawienia fluorem w
anilinie na wiasciwos$ci donorowo-akceptorowe grupy aminowej. Na podstawie obliczen map
powierzchni  potencjalu  elektrostatycznego oraz tadunkéw Mullikena, a takze
doswiadczalnych widm Ramana i w podczerwieni, oraz analizy struktur krystalicznych
aniliny i jej pochodnych, oszacowano wptyw jaki wywierajg te podstawniki na oddziatywania
zmodyfikowanej aniliny. Na rys. 9 przedstawiono mapy potencjatu elektrostatycznego na
powierzchni molekularnej badanych czasteczek. Zmiany potencjalu w zaleznosci od pozycji
podstawnika sg wyraznie widoczne lecz przedstawiona skala nie obejmuje wartosci ujemnych
tego potencjatu; przedstawiony zakres to 0,038-0,38 jednostek atomowych. Biorgc pod
uwage, ze na rys. 1, roOwniez przedstawiajagcym takie mapy, zakres potencjatu obejmuje
warto$ci ujemne moze oznaczaé, ze skala na rys. 9 jest bledna. Ponadto, uzycie jednostek
atomowych na rys. 9 nie jest zgodne ze skalg na rys. 1 gdzie uzyto jednostek [kcal/mol].
Jednostka [kcal/mol] jest bardziej adekwatna do badanych zjawisk bowiem wielko$¢ dziury
sigma, ktorg mierzy si¢ jako roznicg¢ potencjatu elektrostatycznego na powierzchni
molekularnej, jest podawana w pracy wilasnie w kcal/mol. Szkoda takze, ze we wstepie
literaturowym nie zdefiniowano w jaki sposob jest mierzona wielko$¢ dziury sigma. Brak

takze definicji tadunkow Mullikena. Na rys. 9 wartosci tadunkow Mullikena dla atoméw
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wodoru sa bliskie zeru, co zupelie nie odzwierciedla wielko$ci dodatniego potencjatu
elektrostatycznego pokazanego na mapie. Dla innych pochodnych aniliny pokazanych na rys.
12, tadunki te wynoszg ok. +0,3 co jest poprawng wartoscig. Skala na rys. 12 takze jest w
jednostkach atomowych ale przynajmniej obejmuje juz ujemne wartosci: -0,038 — 0,005. Tym
niemniej, wydaje si¢, ze dodatnia warto$¢ potencjatu 0,005 a.u. jest zbyt mala i nie obejmuje
potencjatow pokazanych graficznie na rysunku. Ogolnie rzecz ujmujgc, skala potencjatu
powinna by¢ mniej wigcej symetryczna w strong wartosci ujemnych jak i dodatnich, co jest
dobrze pokazane narys. 1.

W drugiej pracy badano inne pochodne aniliny aby okresli¢ w jaki sposob obecnos¢
fluoru w pozycji orto w stosunku do grupy aminowej moduluje wlasciwosci wigzan
wodorowych i halogenowych. Potwierdzono, ze wielko$¢ o-dziury zwigksza si¢ ze wzrostem
masy halogenu oraz wykazano, ze ci¢zsze halogeny wykazuja mniejsza zdolno$¢ do
tworzenia wigzan wodorowych, co jest prawdopodobnie zwigzane ze zmniejszeniem
elektroujemnos$ci oraz ostabieniem ujemnego pasa potencjatu wokot atomu halogenu. W
przeciwienstwie do pochodnych aniliny opisanych w pierwszej pracy, fluor ma odmienny
wpltyw na wilasnosci sgsiadujgcej grupy aminowej, poniewaz przycigga on wolng parg
elektronowa azotu i1 przesuwa ja w kierunku pier§cienia aromatycznego, co skutkuje
zmniejszeniem fadunku Mullikena na atomie azotu. Szkoda, ze nie zanalizowano tego efektu
na atomach wodoru polaczonych z tym atomem azotu, bowiem to wtasnie atomy wodoru
tworza wigzania wodorowe. Znany problem z tadunkami Mullikena polega na tym, ze
wartos$ci tych tadunkow znacznie si¢ zmieniaja nawet przy malej zmianie funkcji bazy.
Lepszym rozwigzaniem byloby uzycie ladunkéw otrzymywanych przez procedurg
dopasowania do potencjatu elektrostatycznego badanej czasteczki.

Na rys. 13 pokazano powierzchnie Hirshfelda wygenerowane dla badanych struktur
krystalicznych 4-halogenoanilin. Powierzchnie te dobrze ilustrujg tworzone oddzialywania
niekowalencyjne pomiedzy czasteczkami. Szkoda jednak, ze we wstepie nie zdefiniowano co
to sa powierzchnie Hirshfelda, ani z jakich wielkosci fizycznych si¢ je wyznacza.

Trzecia praca dotyczyla statystycznej analizy migdzyczasteczkowych wigzan
wodorowych z fluorem w uktadach biologicznych na podstawie struktur z bazy Protein Data
Bank. Badania wykonano pod katem preferencji geometrycznych, czg¢stosci wystepowania i
energii wigzan wodorowych z udzialem fluoru. Otrzymano bardzo ciekawe wyniki
$wiadczace, ze liczba wigzan wodorowych C—H---F byla zdecydowanie wigksza niz O—H:--F

oraz N-H---F, oraz ze te oddzialywania byty dwukrotnie liczniejsze dla fluoru w uktadach
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aromatycznych niz alifatycznych. Przeprowadzona analiza statystyczna jest bardzo obszerna i
obejmuje mapy rozkladu gestosci parametrow geometrycznych, statystyke oddzialywan z
poszczegdlnymi aminokwasami oraz obliczenia energii wigzan wodorowych z fluorem.
Wyciagniete wnioski sa spojne i dajg szeroki obraz oddzialywan tworzonych przez fluor w
uktadach biologicznych.

Dwie kolejne publikacje dotycza badania modulowania aktywno$ci biologicznej
ligandow poprzez wprowadzenie atomu halogenu. Jedna z tych publikacji dotyczy ligandow
aminergicznych receptoréw GPCR, natomiast druga inhibitorow transportera serotoniny
(SERT). Dla badania ligandow receptorow GPCR zastosowano formalizm tzw. klifow
aktywnosci tj. duzej zmiany aktywnosci biologicznej po wprowadzeniu do zwiazku atomu
fluoru. Analiza wykazata jednak, Zze nie ma wyraznej zaleznos$ci migdzy miejscem
podstawienia fluoru w pier§cieniu aromatycznym, a aktywnoscig biologiczng tych czasteczek.
Tym niemniej badania sg istotne bo przeprowadzono je na duzej grupie ligandow, natomiast
wplyw postawienia by¢ moze da si¢ przewidzie¢ uzywajac bardziej wyrafinowanych metod.

Z kolei w celu wyjasnienia roli halogenowcéw W wigzaniu si¢ ligandow do SERT,
zaprojektowano oraz zsyntezowano 22 analogi strukturalne fluoksetyny i fluwoksaminy
podstawione atomami fluoru, chloru, bromu i jodu. Takie podstawienie powodowato na ogot
wzrost powinowactwa do SERT. Aby wyjasni¢ te zmiany aktywnosci, zwigzki byly
dokowane do SERT, oraz wykonano takze symulacje dynamiki molekularnej dla najbardzie;j
aktywnych pochodnych. Obliczone warto$ci rozmiaru o-dziury dobrze korelowaly z
aktywno$cig monopodstawionych pochodnych. Zastosowane metody kwantowo-chemiczne
wykazaly, ze obok wigzan halogenowych, istotny udzial w stabilizacji ukladu ligand-biatko
mialy wigzania wodorowe oraz takze hybrydowe oddziatywania wodorowo-halogenowe.
Chociaz nie udalo si¢ znalez¢ prostych regut projektowania lekéw zawierajacych
halogenowce, to jednak uzyskane wyniki mogg wskazywaé kierunek, ktorym nalezy podgzac
aby te cele osiagnac.

Poniewaz fluorowanie, czy wprowadzanie innych halogenowcow, do badanych
zwigzkow stalo si¢ standardowa praktyka przy projektowanych lekow to przedstawiona
rozprawa doktorska ma znaczenie nie tylko poznawcze ale takze praktyczne. Wigze si¢ to z
tym, ze tak zmodyfikowane zwigzki majg wigkszg biodostgpnos¢, maja wydtuzony czas zycia
w organizmie, oraz w wiekszosci przypadkow takze zwigkszong aktywnos¢ biologiczng. Jak
si¢ szacuje, tylko w ostatniej dekadzie niemal 30% lekow zatwierdzonych do uzycia w USA

zawierato fluor, co wskazuje na coraz bardziej istotng role halogenowcéw w nowych lekach.
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Z tego powodu cieszy fakt, ze badania sg kontynuowane, a kilka nowych publikacji
Doktoranta jest w przygotowaniu.

Podsumowujac, rozprawa dotyczy trudnego lecz bardzo istotnego problemu naukowego
o duzym znaczeniu praktycznym. Wyzej wymienione niedociggni¢cia nie przestaniaja
znaczacej wartosci naukowej rozprawy, oraz bardzo dobrego przygotowania merytorycznego
Doktoranta. Zatem, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone 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 zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie o dopuszczenie mgr. Wojciecha Pietrusia do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, z uwagi na uzyskanie przez
Doktoranta ciekawych  wynikéw opublikowanych w  czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym, zastosowanie wielu technik badawczych, oraz staranne przygotowanie

rozprawy, wnoszg¢ o jej wyroznienie.
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