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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311.).



4.1. Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

W 2002 r. ukonczylem I Liceum Ogolnoksztatcace im. Kazimierza Brodzinskiego
w Tarnowie, w klasie o profilu biologiczno-chemicznym. W tym samym roku rozpoczatem
studia I-stopnia na kierunku chemia, specjalno$¢ chemia stosowana w Panstwowej Wyzszej
Szkole Zawodowej (PWSZ) w Tarnowie. W czasie studiow w PWSZ zaczatem interesowac
si¢ badaniem oddzialywan miedzyczasteczkowych zaré6wno w prostych, modelowych
uktadach, jak i bardziej ztozonych uktadach biologicznych uzywajac metod obliczeniowych
I spektroskopowych. Swoja prace licencjacka, wykonana pod opieka dr. hab. Marka Boczara,
poswiecitem  opracowaniu  modelu  kwantowo-mechanicznego  sprz¢zenia  drgan
rozciagajacych i zginajgcych wigzania wodorowego w dimerze imidazolu. Studia (l1-stopnia)
kontynuowatem na Wydziale Chemii UJ pod kierownictwem prof. dr hab. Marka Wojcika
(Zaktad Spektroskopii Molekularnej), gdzie rozwijatlem zaproponowang W pracy licencjackiej
kwantowg teori¢ wigzania wodorowego. W tym czasie nawigzatem rowniez wspoOtprace
z prof. dr hab. Arturem Michalakiem (Grupa Modelowania Molekularnego Procesow
Katalitycznych), dzieki ktorej poszerzytem swoj warsztat badawczy o znajomos¢ metody
ETS-NOCV. Metoda ta stala si¢ dodatkowym narz¢dziem badania natury wigzan
wodorowych w réznych uktadach molekularnych. Wyniki badan wykonanych w czasie
studiow ll-stopnia opublikowatem w 3 artykutach naukowych w czasopismach z listy JCR
(P41-P43), bylem autorem 1 posteru prezentowanego na konferencji miedzynarodowe;j,
a moja praca magisterska zostala wyrdzniona przez Polskie Towarzystwo Chemiczne
w kategorii najlepszych prac magisterskich za 2008 rok (nagroda im. J. Janikowej).

Od 1 sierpnia 2008 r. odbywalem 6-miesi¢czny staz w Zaktadzie Chemii Lekow IF
PAN w Krakowie, kierowanym przez prof. dr hab. Andrzeja J. Bojarskiego. Po odbyciu stazu
zostatem zatrudniony na stanowisku pracownika inzynieryjno-technicznego, a od 2011 do
2017 roku na stanowisku asystenta. Moja dziatalno$¢ naukowa w tym okresie zwigzana byta z
wykorzystaniem metod (in silico) modelowania molekularnego, chemo- i bioinformatycznych
w racjonalnym projektowaniu/poszukiwaniu ~ nowych ligandow  receptorow
monoaminergicznych (gtéwnie serotoninowych 5-HT7, 5-HTya, oraz 5-HTg). W tym czasie
bylem intensywnie zaangazowany (jako wykonawca/kierownik zadania) w realizacje trzech
grantow finansowanych z programu POIG (ModAll, ProKog i DeMeTer), oraz jednego we
wspolpracy z Uniwersytetem w Tromse (NorPol). Rowniez w tym czasie nawigzatem
wspotprace z dr. Tomaszem Stefanskim z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, czego
wynikiem bylo otrzymanie wspolnego grantu Opus na poszukiwanie nowych zwigzkow
o dziataniu cytotoksycznym i przeciwnowotworowym w grupie siarkowych pochodnych
kombretastatyny A-4. Za moje osiaggni¢cia naukowe na tym etapie Kariery naukowej zostatem
uhonorowany stypendium dla najlepszych mtodych naukowcow START 2012,
przyznawanym przez Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej.

Dnia 30 wrzesnia 2013 r. na Wydziale Chemii UJ obronitem rozprawe doktorska pt.
Opracowanie i weryfikacja protokotu wirtualnego skriningu, jako narzedzia wspomagajgcego
proces poszukiwania nowych lekéw. Promotorem pracy byt prof. dr hab. Andrzej J. Bojarski.
Praca doktorska miata charakter interdyscyplinarny i zostala zrealizowana we wspolpracy
z krajowymi i zagranicznymi osrodkami naukowymi (Wydziatem Farmaceutycznym UJ CM
I Uniwersytetem w Tromsg).



http://www.ptchem.pl/nagrody/laureaci-nagrod-ptche
https://www.fnp.org.pl/laureaci-start-2012/

W latach 20152018 bylem kierownikiem grantu Sonata 8 (UMO-
2014/15/D/INZ7/01782) finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki. Projekt dotyczyt
okreslenia roli i znaczenia wigzan halogenowych w kompleksach ligand—receptor. Postawiona
w projekcie hipoteza o uprzywilejowanych aminokwasach zaangazowanych w tworzenie
wigzan halogenowych z ligandami (ang. halogen bonding hot spots) zostata potwierdzona
poprzez racjonalne zaprojektowanie i optymalizacje kilku grup zwigzkow aktywnych wobec
wybranych receptorow klasy A GPCR.

W 2015 roku za catoksztalt moich osiagni¢¢ naukowych otrzymatem stypendium
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcow (2015-2018).

Od 1 lipca 2017 r. jestem zatrudniony na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Chemii
Lekéw IF PAN. Glownym przedmiotem mojej dziatalno$ci naukowej jest badanie metodami
teoretycznymi (chemii kwantowej, chemo- i bioinformatyki) natury i znaczenia wybranych
niekowalencyjnych oddzialywan miedzyczasteczkowych w kompleksach ligand—receptor, tj.
wigzan halogenowych, adunkowo-wspomaganych wigzan wodorowych (tzw. mostkéw
solnych), oraz specyficznej roli fluoru w oddziatywaniach miedzyczasteczkowych.
Rownolegle, w celu zwigkszenia skutecznosci identyfikacji potencjalnie nowych kandydatow
na leki, zajmuje si¢ opracowaniem nowych metod i algorytméw uzywanych w technologii
wirtualnego skriningu komercyjnych i kombinatorycznych baz danych. W tym zakresie, moje
glowne zainteresowania naukowe skupione sg na implementacji metod sztucznej inteligencji
(uczenia maszynowego) do tworzenia inteligentnych narzedzi wspomagajacych proces
selekcji nowych kandydatow na leki z jednoczesng minimalizacjg potencjalnych dziatan
niepozadanych (oddziatywanie z off-targetami). Wynikiem kilkuletnich prac nad tym
zagadnieniem, byto otrzymanie finansowania na realizacje grantu badawczo—wdrozeniowego
Lider IX (finansowanego ze s$rodkow NCBIR) na opracowanie polifarmakologicznej
platformy skriningowej in silico (2019-2021).

Obecnie moj dorobek naukowy obejmuje 43 prace w czasopismach z listy JCR,
1 patent, 4 artykuly popularnonaukowe, 3 prace opublikowane w czasopismach spoza listy
JCR. Wspoltczynnik oddziatywania (Impact Factor 2017, IF,) dla catego dorobku naukowego
wynosi 142,365, suma punktow MNiSW 1426. Prace byty cytowane 376 razy (298 razy bez
autocytowan), a wspotczynnik Hirscha wynosi 13 (wg. Web of Science). Jestem takze
wspolautorem 72 streszczen konferencyjnych, wyglositem 13 referatow ustnych na
konferencjach naukowych (w tym 5 w jezyku angielskim). Moje plany badawcze zaktadaja
kontynuacje prac w zakresie wykorzystania metod obliczeniowych (chemia kwantowa,
chemo- i bioinformatyka, uczenie maszynowe) w poszukiwaniu nowych kandydatéw na leki.

4.2. Tytul osiggniecia naukowego
Rola i znaczenie wybranych niekowalencyjnych oddzialywan miedzyczasteczkowych
w racjonalnym projektowaniu ligandow receptorow klasy A GPCR

4.3. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

* — autorstwo korespondencyjne habilitanta,
IF 5 — aktualny wspétczynnik oddziatywania podany za rok 2017,
IF5ietni — $redni pigcioletni wspotczynnik oddziatywania,
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https://www.ncbr.gov.pl/fileadmin/Krajowe/LIDER/IX/Lista_projektow_zakwalifikowanych_do_finansowania_w_ramach_Programu_LIDER_IX.pdf
https://www.ncbr.gov.pl/fileadmin/Krajowe/LIDER/IX/Lista_projektow_zakwalifikowanych_do_finansowania_w_ramach_Programu_LIDER_IX.pdf

IF ok wydania — WspOlczynnik oddzialywania podano wg JCR zgodnie z rokiem opublikowania,
cyt. — liczba cytowan wg Web of Science z dn. 25.01.2019,
MNiSW- aktualna punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Lp

H1

Kurczab R.,* Sliwa P., Rataj K., Kafel R., Bojarski A. J.

The salt bridge in ligand-protein complexes - systematic theoretical and statistical
investigations

J. Chem. Inf. Model., 2018, 58, 2224-2238.
IFA=3,804 IFs5eni=4,112  1F»017=3,804 cyt=0 MNiSW=40

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu calej koncepcji badan, zaplanowaniu
i wykonaniu przeszukiwania baz danych (PDB, CSD, DrugBank, ChEMBL, GPCRdb), opracowaniu
i implementacji algorytmu (autor kodu programu) do skanowania sferycznego mostka solnego,
wykonaniu cze$ci obliczen kwantowo-mechanicznych, dokowaniu molekularnym, przygotowaniu
wigkszos$ci rysunkow i tabel, interpretacji otrzymanych wynikéw, napisaniu publikacji, korespondencji z
edytorem i recenzentami, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentdéw. Moj udzial procentowy
szacuj¢ na 75 %.

H2

Kurczab R.,* Canale V., Satata G., Zajdel P., Bojarski A. J.

Amino acid hot spots of halogen bonding—a combined theoretical and experimental
case study of the 5-HT7 receptor

J. Med. Chem., 2018, 61, 8717-8733.

IFA=6,253  IFs5/eni=5,900  1F2017=6,253 cyt=0 MNiSW=45

Moéj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i wykonaniu
wszystkich badan in silico, przygotowaniu wszystkich rysunkéw i wigkszosci tabel do publikacji,
interpretacji otrzymanych wynikoéw, napisaniu i edycji tekstu publikacji, korespondencji z edytorem
i recenzentami, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Publikacja jest drugg z cyklu kilku
publikacji raportujacych wyniki grantu SONATA, ktérego habilitant byt kierownikiem. Mo¢j udziat
procentowy szacuje na 75 %.

H3

Kurczab R.*

The evaluation of QM/MM-driven molecular docking combined with MM/GBSA
calculations as a halogen-bond scoring strategy

Acta Crystallogr. Sect. B Struct. Sci. Cryst. Eng. Mater., 2017, B73, 188-194.
IFA=6,467 1Fs5eni=4,173  1F2017=6,467 cyt=8 MNiSW=30

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i wykonaniu

wszystkich badan, przygotowaniu wszystkich rysunkow, interpretacji otrzymanych wynikow, napisaniu

publikacji, korespondencji z edytorem i recenzentami, przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentow. Publikacja jest pierwsza z cyklu kilku publikacji raportujacych wyniki grantu SONATA,




ktérego habilitant byt kierownikiem.

H4

Kurczab R., Ali W., Lazewska D., Kotanska M., Jastrzgbska-Wigsek M., Satata G.,
Wigcek M., Lubelska A., Latacz G., Partyka A., Starek M., Dabrowska M.,
Wesotowska A., Jacob C., Kie¢-Kononowicz K., Handzlik J.

Computer-aided studies for novel arylhydantoin 1,3,5-triazine derivatives as 5-HTg
serotonin receptor ligands with antidepressive-like, anxiolytic and antiobesity action in
Vivo

Molecules 2018, 23 (10), 2529.
IFA=3,098 IFs5eti=3,268 1F2017=3,098 cyt=0 MNiSW=30

Moj wkltad w powstanie tej pracy polegal na: wspdtudziale w opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich badan in silico (modelowanie homologiczne, dokowanie
molekularne, analiza otrzymanych kompleksow L-R pod katem roli wigzania halogenowego
w roéznicowaniu aktywnosci biologicznej badanej biblioteki zwigzkoéw), przygotowaniu rysunkoéw 1 1 8,
interpretacji otrzymanych wynikéw, wspotudziale w pisaniu i edycji publikacji, przygotowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentow. M9j udzial procentowy szacuje na 35 %.

HS

Hogendorf A. S., Hogendorf A., Kurczab R., Satata G., Lenda T., Walczak M., Latacz
G., Handzlik J., Kie¢-Kononowicz K., Wieronska J. M., Wozniak M., Cieslik P.,
Bugno R., Staron J., Bojarski A. J.

Low-basicity 5-HT; receptor agonists synthesized using the van Leusen
multicomponent protocol

Sci. Rep., 2017, 7, 1444.

IFA=4,122  1Fs5eni=4,609  1F5017=4,122 cyt=3 MNiSW=40

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspotudziale w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich badan in silico (modelowanie homologiczne, dokowanie molekularne, analiza otrzymanych
kompleksow L-R pod katem roli wigzania halogenowego w roznicowaniu aktywno$ci biologicznej
badanej biblioteki zwigzkow), przygotowaniu rysunkéw 6 i 8, interpretacji otrzymanych wynikow,
wspoétudziale w pisaniu publikacji oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow. Mdj udziat
procentowy szacuje na 25 %.

H6

Partyka A., Kurczab R., Canale V., Satata G., Marciniec K., Pasierb A., Jastrzgbska-
Wiesek M., Pawtowski M., Wesotowska A., Bojarski A. J., Zajdel P.

The impact of the halogen bonding on D, and 5-HT314/5-HT; receptor activity of
azinesulfonamides of 4-[(2-ethyl)piperidinyl-1-yl]phenylpiperazines with antipsychotic
and antidepressant properties

Bioorg. Med. Chem., 2017, 25, 3638-3648.




|FA:2,881 ”:5Ietni:2,911 ”:2017:2,881 Cyt:3 MNiSW=30

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspétudziale w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich badan in silico (modelowanie homologiczne, dokowanie molekularne, analiza otrzymanych
kompleksow L—-R pod katem roli wigzania halogenowego w réznicowaniu aktywnosci biologicznej
badanej biblioteki zwiazkow), przygotowaniu rysunkéw 4 i 5, interpretacji otrzymanych wynikow
symulacji, wspotudziale w pisaniu publikacji oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Moj udziat procentowy szacuje na 40 %.

H7

Grychowska K., Kurczab R., Sliwa P., Satala G., Dubiel K., Matloka M.,
Moszczynski-Petkowski R., Pieczykolan J., Bojarski A. J., Zajdel P.

Pyrroloquinoline scaffold-based 5-HTgR ligands: synthesis, quantum chemical and
molecular dynamic studies, and influence of nitrogen atom position in the scaffold on
affinity

Bioorg. Med. Chem., 2018, 26, 3588-3595.
IFA=2,881 IFs5peni=2,911  1F»017=2,881 cyt=1 MNIiSW=30

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspoétudziale w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich badan in silico (modelowanie homologiczne, dokowanie molekularne, symulacje metodami
dynamiki molekularnej, analiza otrzymanych kompleksow L-R pod katem roli wigzania halogenowego
w réznicowaniu aktywnosci biologicznej badanej biblioteki zwigzkow), przygotowaniu rysunkow 6 i 7,
interpretacji otrzymanych wynikow, wspotudziale w pisaniu publikacji oraz przygotowaniu odpowiedzi
na uwagi recenzentow. Moj udziat procentowy szacuj¢ na 35 %.

H8

Canale V., Guzik P., Kurczab R., Verdie P., Satata G., Pawlowski M., Martinez J.,
Subra G., Bojarski A. J., Zajdel P.

Solid-supported synthesis, molecular modeling, and biological activity of long-chain
arylpiperazine derivatives with cyclic amino acid amide fragments as 5-HT; and
5-HT;a receptor ligands

Eur. J. Med. Chem., 2014, 78, 10-22.
IFA=4,816  IFs5eni=4,527  1F2014=3,432 cyt=18 MNISW=40

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspétudziale w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
wszystkich badan in silico (modelowanie homologiczne, dokowanie molekularne, analiza otrzymanych
komplekséw L—R pod katem roli wigzania halogenowego w réznicowaniu aktywnos$ci biologicznej
badanej biblioteki zwigzkow), przygotowaniu rysunku 6, interpretacji otrzymanych wynikéw,
wspotudziale w pisaniu publikacji oraz przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow. Moj udziat
procentowy szacuje na 35 %.

Podsumowanie cyklu publikacji

Suma IFrok Wydania: 32,938
Srednl IFrok Wydama 4,117



e Suma punktow MNISW : 285

4.4. Podsumowanie dorobku naukowego
Liczba publikacji opublikowanych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports 43
Liczba publikacji opublikowanych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports

po uzyskaniu stopnia doktora 3
Sumaryczny IFa 142,365
Sredni IFa 3,311
Suma punktow MNiSW 1426
wszystkich 376
Liczba cytowan wg Web of Science (dane z dn. 25.01.2019) .
bez autocytowan 298
_ ) wszystkich 399
Liczba cytowan wg Scopus (dane z dn. 25.01.2019) bez autocytowar 319
Indeks Hirscha H (dane z 25.01.2019) Web of Science 13
Scopus 12
Autor korespondencyjny w publikacjach 5
Publikacje popularnonaukowe 4
Patenty, zgloszenia patentowe, wdrozenia 2
kierownik projektu 3
Liczba projektow badawczych, w tym: kierownik zadania S
wykonawca 11
Wyktady na zaproszenie wygloszone przez habilitanta 7
Prezentacje ustne wygtoszone osobiscie 6
Wspotautorstwo wystapien konferencyjnych 72
Recenzje projektow badawczych 1
Recenzje publikacji naukowych 15

4.5. Omowienie celu naukowego Ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

45.1. Wprowadzenie

Komputerowo-wspomagane projektowanie lekow (CADD) jest wspolczesnie
nieodlacznym elementem procesu odkrywania nowego leku. Skuteczno$¢ tych metod zostata
wielokrotnie potwierdzona, a z roku na rok pojawia si¢ coraz wigcej nowych i wydajnych
algorytméw." Jednym z podstawowych zastosowan metod CADD jest ocena kompleksu
powstajacego przez oddzialywanie czasteczki potencjalnego leku z aminokwasami
tworzacymi miejsce aktywne receptora (Rysunek 1). Na poziomie molekularnym, za
tworzenie stabilnego kompleksu odpowiadajg oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe (zarowno
kowalencyjne jak i niekowalencyjne). Zrozumienie natury oddziatywan wiazacych czasteczke



leku z receptorem pozwala prawidtowo przewidzie¢ m.in. mechanizm jego dziatania oraz
racjonalnie projektowaé nowe zwiazki chemiczne o pozadanej aktywnosci biologiczne;.
Tworzenie kompleksu ligand-receptor (L-R) rozpoczyna si¢ podczas zblizania si¢ liganda do
receptora, gdy w pierwszej kolejnosci ,,wlaczaja si¢” oddziatywania dalekiego zasiggu
(elektrostatyczne), nastepnie dotaczaja oddziatywania krotkiego zasiggu (1. wigzania
wodorowe, halogenowe, oddziatywania polarne oraz van der Waalsa). Otrzymanie
koncowego kompleksu L-R indukuje zmiany konformacji zarowno w strukturze liganda, jak
I receptora. Stabilno$¢ powstalego kompleksu mozna opisa¢ za pomocg stalej powinowactwa
(Ko):
Ky =AH —-TAS

W tym wyrazeniu, przyczynek entalpowy (AH) opisuje klasyczne oddziatywania
mi¢dzyczasteczkowe (elektrostatyczne, wigzania wodorowe, halogenowe, itd.), natomiast
przyczynek entropowy (TAS) opisuje globalne efekty zachodzace w strukturze kompleksu
L-R (np. utraty elastyczno$ci molekut oraz kompensowanie uporzadkowania czasteczek
wody po zwigzaniu liganda).®

Do chwili obecnej, teoretycznie i eksperymentalnie scharakteryzowanych zostato
wiele oddzialywan migdzyczasteczkowych, mimo to nadal pojawia si¢ wiele doniesien
naukowych pokazujacych odkrycie nowych zastosowan/wlasciwosci dla znanych oraz
nowych typow oddzialywan — co oznacza, ze badania podstawowe i aplikacyjne sa nadal
potrzebne w tym obszarze. Przyktadowo, w ostatnim czasie, w strategii projektowania
nowych lekéw coraz wigcej uwagi poswigca si¢ Mmniej znanym oddzialtywaniom
niekowalencyjnym, tj.: wigzaniom halogenowym, wigzaniom fluorowym, anion-m oraz
wigzaniom di-wodorowym.

Obecnie, firmy farmaceutyczne szeroko wykorzystuja zaawansowane techniki
obliczeniowe w celu skrocenia czasu trwania oraz obnizenia kosztow rozwoju nowych lekow.
Jedng z gltéwnych metod jest szacowanie energii oddziatywania ligand-receptor, na
podstawie procedury dokowania i obliczenia wartosci funkcji oceniajacej (ang. scoring
function).” ™ Wigkszosé stosowanych funkcji oceniajacych bazuje na dostgpnych polach
sifowych, za pomocg ktorych obliczana jest suma przyczynkéw energetycznych do
oddzialywania LR, tj. elektrostatycznego, van der Waalsa, wigzan wodorowych, solwatacji
oraz przyczynkoéw entropowych. Takie podej$cie ograniczone jest jednak do zastosowanego
pola sitowego, ktore moze ,,nie rozpoznawac¢” wszystkich typéw oddziatywan molekularnych.
Wiasciwe okreslenie przyczynkow stabilizujacych 1 destabilizujacych takie oddzialywanie ma
w wielu eksperymentach decydujacy wptyw na decyzj¢ o dalszych losach danego zwigzku
w projekcie (np. wybor zwiazkéw do badan in vitro na podstawie wynikéw wirtualnego
skriningu).

Posrednio, informacje o typach istotnych oddzialywan w procesie formowania kompleksu
ligand-receptor wykorzystywane sg takze podczas tworzenia modeli farmakoforowych.
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Rysunek 1. Rézne sposoby reprezentacji oddziatywan miedzyczasteczkowych w kompleksach ligand—receptor
(po lewej w postaci struktury troj-wymiarowej oraz dwu-wymiarowej mapy po prawej stronie). Do sporzadzenia
tego pogladowego rysunku wykorzystano wyniki dokowania molekularnego jednego ze znanych antagonistow
receptora D, do struktury krystalicznej (PDB ID: 5MIU).
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Wszystkie dostgpne dzi$ algorytmy do budowy hipotez farmakoforowych maja zdefiniowany
podobny zbior typow oddziatywan (tj.: jonowe, wodorowe, hydrofobowe, aromatyczne,
dipol—dipol, itd.), co powoduje, ze otrzymywane modele charakteryzujg si¢ ograniczong
specyficznoscig. Istotny wplyw na poprawe skuteczno$ci identyfikacji nowych zwigzkow
biologicznie aktywnych mozna osiggna¢ przez uwzglednienie dodatkowych typow
oddziatywan (np. halogenowe, anion-, itp.).

Wigzania halogenowe

Wiazanie halogenowe (X-bond, XB) C-X:-Y mozna zdefiniowa¢ (Rysunek 2a) jako
oddziatywanie kierunkowe migdzy atomem halogenu (X) wigzania C-X (kwas Lewisa,
akceptor) a dowolng zasadg Lewisa (Y, donor). Kompletny model wigzania halogenowego
zaproponowany zostal przez Politzera, Murraya i Clarka."*™ W tym modelu, mechanizm
tworzenia wigzania halogenowego jest thumaczony anizotropig gestosci elektronowej atomu
halogenu w wigzaniu C-X, ktora powoduje, ze na powierzchni halogenu pojawiaja si¢ obszary
o dodatnim (o-dziura) i ujemnym potencjale elektrostatycznym (Rysunek 2b). W wyniku tego
zjawiska atom halogenu wykazuje dwojaka naturg, z jednej strony moze petni¢ rolg¢ kwasu
Lewisa (np. w wigzaniu halogenowym), a z drugiej zasady Lewisa (np. w wigzaniu
wodorowym, jako akceptor protonu). W konsekwencji prowadzi to do oddziatywan
przyciagajacych miedzy grupa C-X a klasycznymi akceptorami wigzan wodorowych. Nalezy
rébwniez zaznaczyC, iz nie udowodniono jednoznacznie istnienia wigzan halogenowych
zawierajacych atom fluoru i znane sa tylko takie, ktore zawieraja chlor, brom lub jod.'
Obliczenia kwantowo-mechaniczne wskazujg jako przyczyne brak o-dziury, co
w konsekwencji uniemozliwia oddziatywanie elektrostatyczne z donorem.

Sita wigzan halogenowych jest poréwnywalna ze stabymi oraz $rednimi wigzaniami
wodorowymi i zmienia si¢ w zakresie 5-180 kJ/mol."” Wiele parametréw geometrycznych ma
istotny wplyw na wystgpowanie 1 sile wigzan halogenowych. Na podstawie analizy
kompleksow L-R z bazy PDB,*®*% w ktorych zidentyfikowano wigzania halogenowe,
sformutowano nastepujace ogdlne wnioski dotyczace tych wigzan:
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e optymalna dlugo$¢ wiagzania halogenowego dy.y wynosi 3,06, 3,15 oraz 3,24 A
odpowiednio dla chloru, bromu i jodu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze fluktuacje
dhlugosci wigzania (wydluzenie/skrocenie) powoduja zredukowanie jego sity (np.
skrécenie odlegtosci jodobenzenu wzgledem donora o 0,5 A powoduje zanik
oddzialywania, natomiast wydtuzenie 0 0,9 A jego oslabienie o okoto 50% w stosunku
do wartos$ci osigganej przy optymalnej odlegltosci),

e warto$¢ kata ®; wykazuje dwa maksima, pierwsze ~160-170° oraz drugie przy
~145-150°,

e dystrybucja warto$ci kata ®, wykazuje maksimum przy 120°,

e najczesciej obserwowanym wigzaniem halogenowym w uktadach biologicznych jest
C—X:--0O=C (43,6%, 25.,2% oraz 15,3% wszystkich zidentyfikowanych wigzan
halogenowych odpowiednio dla X=ClI, Br, I) oraz C-X---Ar(Tyrozyna) (22,3%, 3,8%
oraz 2,4% dla Cl, Br, I).

3-

A
o Y"‘ H i A H ! L
o, - dx , l twor_zeniséx
- e _Amem p;.m—)m”“ - 0T B W >
/ \ . 2 n 7
,.| ] (r=o,N,8) :

X=Cl, Br, |
a) O~ P L)
Rysunek 2. Modele wigzan halogenowych typu C-X---Y oraz C-X--m obserwowanych w uktadach

biologicznych (a), model powstawania o-dziury (b); obszary o najbardziej dodatnim i ujemny potencjale
elektrostatycznym oznaczono odpowiednio kolorami czerwonym oraz niebieskim.™

Sit¢ oddziatywania atomu X z donorem mozna regulowaé przez: wymiang atomu
fluorowca (wzrasta w szeregu CI<Br<I; obliczenia kwantowe wskazuja jako powdd
powigkszenie o-dziury 1 przez to wzrost oddziatywania przyciagajacego XY™,
wprowadzenie do podstawionego halogenem rdzenia molekularnego dodatkowych
podstawnikow ,,wyciagajacych” elektrony (np. zastgpienie atoméw wodoru w chlorobenzenie
atomami fluoru zwicksza site wigzania halogenowego nawet kilkukrotnie?*?%) oraz podmiane
rdzenia molekularnego z ktorym zwigzany jest atom halogenu (zastgpienie pierscienia
benzenowego, pirydyng lub tiofenem spowodowato zwigkszenie aktywnosci biologicznej
zwiazkow).?*

W  ostatnich latach wigzania halogenowe byly z powodzeniem stosowane
w racjonalnym projektowaniu struktury wiodacej, jak i optymalizacji jej aktywnosci
biologicznej. Jako przyktad mozna przytoczy¢ 200-krotne zwigkszenie powinowactwa
zanotowane dla serii inhibitoréw kinazy adenozynowej przy zmianie wodoru na atom jodu,
podczas gdy zastgpienie wodoru na atom chloru spowodowato tylko 34-krotny wzrost
powinowactwa.”® Innym przykladem jest ponad 300-krotna roznica powinowactwa przy
zamianie wodoru na atom jodu zanotowana w serii inhibitorow HIV RT (gdzie zauwazono, ze
karbonylowy atom tlenu Tyr188 tworzy wigzanie halogenowe z atomem jodu).?®
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Ladunkowo-wspomagane wigzania wodorowe (mostek solny)

W oparciu o klasyfikacje ukladéw z wigzaniem wodorowych zaproponowang przez Gilli
I wsp.,” " zwyczajowo przyjete okreslenie ,,mostek solny” odpowiada w niej podwdjnie
tadunkowo-wspomaganemu wigzaniu wodorowemu (+)CAHB, ktore definiuje si¢ jako
oddziatywanie niekowalencyjne powstajagce miedzy dwiema zjonizowanymi czasteczkami.
Mostek solny w swojej naturze miesza dwa przyczynki, tj. pochodzace od klasycznego
wigzania wodorowego (oddzialywanie mi¢dzy grupa protono-donorows, a protono-
akceptorowq) oraz elektrostatycznego (poprzez podwojne wspomaganie tfadunkowe, pojawia
si¢ oddziatywanie przyciagajace migdzy tadunkami o przeciwnych znakach). W kompleksach
ligand-receptor mostek solny (Rysunek 3) moze zosta¢ utworzony w wyniku migracji
protonu z tancucha bocznego aminokwasu zawierajacego grupe karboksylowa do grupy
aminowej liganda (w drugim przypadku, z czasteczki liganda zawierajagcego grupe
karboksylowg na aminowg grup¢ tancucha bocznego aminokwasu) — stad mozna poniekad
wnioskowac, iz zblizajace si¢ ligandy wystepuja w postaci zjonizowanej.

LIGAND Rysunek 3. Schemat mozliwych konfiguracji w tadunkowo-
/ \ wspomaganych wigzan wodorowych typu (£)CAHB (tzw.
N+ -0 mostkow solnych) wystepujacych w kompleksach ligand—

receptor.™

dN- -0 H 6OHN

||:|
N

6_

LANCUCH BOCZNY AMINOKWASU

Szereg badan potwierdza, ze miejsce wigzace ligandy w aminergicznych GPCR znajduje
sie¢ w cze$ci transbtonowej receptora i sktada si¢ gléwnie z reszt aminokwasowych odcinkow
transbtonowych helis TM 3, 5, 6 i 7. Wiele doniesien naukowych oraz analiz struktur
krystalicznych GPCR wskazuje, ze kwas asparaginowy Asp3.32, wystepuje w miejscu
wigzacym wszystkich receptoréw aminergicznych i jest kluczowy w tworzeniu kompleksu
L-R.33 Kwas asparaginowy dziata jako przeciwjon dla protonowanego fragmentu
aminowego czasteczki i odpowiada za prawidtowg orientacje liganda w miejscu wi.‘:;Zzgcym.33

Do tej pory nie istnialty w literaturze naukowej Systematyczne opracowania zwigzane
z preferencjami geometrycznymi, wystgpowaniem, oraz naturg tadunkowo-wspomaganych
wigzan wodorowych w kompleksach ligand—receptor.

Receptory sprzeione z biatkami G (G-protein-coupled receptors, GPCRS)

Receptory GPCR stanowig aktualnie najwigksza (ok. 800 réznych typow receptorow)
i funkcjonalnie najbardziej zréznicowang grupe receptorow, ktora wykazuje wspolny schemat
budowy: tworzy je siedem odcinkéw transbtonowych (TM1-7) potaczonych trzema petlami
zewnatrzkomérkowymi (ECL1-3) i trzema petlami wewnatrzkomérkowymi (ICL1—3).34'35
Zakonczenie tancucha biatkowego z wolng grupg aminowg znajduje si¢ na zewnatrz,
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natomiast C-koniec skierowany jest do wewnatrz komorki. Receptory te rozpoznaja szeroki
zbior ligandow, tj. od protonéw, przez mate czasteczki po biatka. Biatka GPCR zwigzane sa
z wieloma procesami fizjologicznymi oraz patologicznymi i z tego powodu stanowia
aktualnie cel terapeutyczny dla ponad 30% wszystkich lekow.**>® Analiza sekwencji oraz
funkcji wszystkich GPCR doprowadzita do podzielenia tej rodziny biatek na pieé klas
(A—F).* Najliczniejsza jest klasa A (to klasa receptorow rodopsyno-podobnych, rhodopsin
like), obejmujaca ponad 80% wszystkich GPCR. Receptory wchodzace w sktad tej grupy sa
jednymi z najlepiej zbadanych. Zaliczamy do nich, obok rodopsyny, miedzy innymi:
receptory adrenergiczne, opioidowe, adenozynowe, kanabinoidowe, receptory chemokin,
dopaminowe i histaminowe.

4.5.2. Cele badawcze

Osiagni¢cie naukowe, stanowigce podstawe¢ mojego wniosku habilitacyjnego, dotyczy
okreslenia roli i znaczenia wybranych oddziatywan nieckowalencyjnych w kompleksach
ligand-receptor na przyktadzie rodziny A receptorow sprz¢zonych z biatkiem G. Sposrod
wszystkich znanych oddziatywan migdzyczasteczkowych skupitem si¢ na szczegoétowym
badaniu dwoch, lecz specyficznych oddziatywan — halogenowego oraz tadunkowo-
wspomaganego wigzania wodorowego. Glownym zadaniem badawczym byto okreslenia roli

I znaczenia tych oddziatywan w kompleksach ligand-receptor oraz wykorzystanie tych

informacji w racjonalnym projektowaniu nowych ligandow wybranych receptoréw

monoaminergicznych GPCR (wybor receptorow podyktowany byt rownolegle prowadzonymi
projektami oraz dostgpnymi w Zakladzie Chemii Lekéw IF PAN testami in vitro). Cele
szczegotowe mozna sformutowac nastepujaco:

e badania natury oddziatywan metodami chemii obliczeniowej (metody chemii kwantowej,
dynamika molekularna, dokowanie molekularne),

e Dbadanie preferencji geometrycznych (odleglosé, kat) oddziatywan halogenowych
i mostkow solnych, jakie obserwowane sa w kompleksach ligand—receptor (analiza
molekularna i statystyczna komplekséw znajdujacych si¢ w bazie PDB),

e opracowanie nowych algorytmdow/narzedzi wspomagajacych racjonalne projektowanie
nowych zwigzkéw biologicznie aktywnych, poprzez implementacje preferencji
znalezionych na gruncie badan teoretycznych,

e przetestowanie opracowanych narzedzi oraz hipotez zwigzanych z wplywem danego
oddzialywania niekowalencyjnego na aktywnos$¢ zwigzku wzgledem danego receptora na
przyktadzie wybranych grup zwiazkéw chemicznych.

Cykl stanowigcy moje osiaggnig¢cie habilitacyjne obejmuje 8 publikacji opracowanych
w latach 2014-2018. Nowatorstwo otrzymanych w ramach przedstawionego cyklu wynikow
badan polega na wykazaniu znaczenia wybranych oddziatywan niekowalencyjnych (wigzanie
halogenowe oraz mostek solny) w racjonalnym projektowaniu zwigzkow aktywnych
biologicznie, zarowno dla specyficznych grup receptorow (np. mostek solny
w monoaminergicznych receptorach GPCR jest kluczowy dla aktywnosci), jak i w dowolnej
klasie receptoréw (podstawniki halogenowe sa najczesciej stosowang przez chemikow
modyfikacja/’dekoracjg” struktury wiodacej, zatem celowane ,,wstawienie” podstawnika
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halogenowego, tak aby utworzyt dodatkowe oddzialywanie stabilizujace kompleks ligand—
receptor, moze wielokrotnie poprawi¢ aktywno$¢ zwigzku w poréwnaniu do struktury
wyjsciowej).

Badania te byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu
SONATA 8 realizowanego w latach 2015-2018 oraz z funduszy statutowych Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie.

4.5.3. Omowienie wynikéw badan

Przyjety schemat badan zakladat, w skrocie, opracowanie narzedzi (chemo-
I bioinformatycznych) wspomagajacych badania teoretyczne nad rolg i znaczeniem
wybranych oddzialywan niekowalencyjnych na przyktadzie wybranych receptorow klasy A
GPCR. Opracowana metodologia/narzedzia (wyniki badan teoretycznych) zostaty kolejno
zweryfikowane na plaszczyznie eksperymentalnej przez racjonalne projektowanie lubl/i
optymalizacje¢ struktury kilku rdzeni molekularnych oraz wytlumaczenie otrzymanych
zaleznoséci miedzy strukturg a aktywnoscig (SAR) wzgledem Kilku wybranych receptorow
monoaminergicznych GPCR (tj. 5-HT1a, 5-HTs, 5-HT7, Dy). Tak przyjety schemat badan ma
swoje odzwierciedlenie w prezentowanym cyklu publikacyjnym. Trzon cyklu stanowig
3 prace metodologiczne, w ktorych bytem glownym autorem koncepcji badan (H1-H3).
W pracach tych zaprezentowano gtowne wyniki badan teoretycznych (algorytmy, narzedzia,
analizy statystyczne, obliczenia kwantowo-mechaniczne). Kolejne 5 publikacji to przyktady
aplikacji wiedzy i narz¢dzi na plaszczyznie eksperymentalnej (H4-H8), gdzie bylem
wspotautorem koncepcji badan oraz jedynym autorem fragmentow publikacji poswieconych
badaniom teoretycznym (in silico).

Geneza podjecia badan nad rolg i znaczeniem wigzan halogenowych

Idea podjecia szerszych badan nad rolg i znaczeniem wigzan halogenowych byla
wynikiem wspotpracy w wykonaniu analizy zalezno$ci miedzy strukturg a aktywnoscig
wzgledem receptora 5-HT7; dla serii dlugotancuchowych pochodnych arylopiperazyn
z fragmentami terminalnymi o charakterze amidow cyklicznych aminokwasow (H8). Czgs¢
pochodnych zawierata podstawniki halogenowe we fragmencie fenylopiperazyny (analogi
2-Cl, 3-Cl i 2,3-di-Cl), dla ktoérych wykonatem szczegotows analize in silico ich kompleksow
L-R otrzymanych przez dokowanie molekularne do modeli homologicznych receptora.
Zaobserwowano istotng preferencj¢ pochodnych halogenowych do oddziatywania
z tancuchami bocznymi Cys3.36 i Thr3.37. Zgodnie z tymi wynikami, stabe oddziatywanie
pochodnej 2-Cl z Cys3.36 (tylko jedno wigzanie halogenowe o dtugosci d(S---CI) = 3,5 A
I kacie o-dziury = 145°) bylo przyczyng niskiego powinowactwa do 5-HT7R (K; = 1312 nM).
Przesunigcie atomu Cl z pozycji 2 na pozycj¢ 3 stworzylo warunki do utworzenia silnego
wigzania halogenowego z Cys3.36 (odlegtos¢ d(S---Cl) i kat o-dziury byly odpowiednio
rowne 3,4 A i 146°) oraz stabego wigzania halogenowego (d(O---Cl) i kat o-dziury byty
rowne odpowiednio 4,0 A i 130°) z Thr3.37. Dodatkowo dla pochodnej 2,3-di-Cl
zaobserwowano utworzenie sieci wigzan halogenowych o roznej sile (dlugo$¢ wigzania i kat
o-dziury wahaty sie odpowiednio od 3,6-4.,6 A i 122—154°). Pochodna 2,3-di-Cl wykazywala
wyzsze powinowactwo niz pochodne 3-Cl i 2-Cl (K; = odpowiednio 179, 478 i 1312 nM). Co
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ciekawe, analogi 2,3-di-Cl wykazaly wyrazniejszy przyczynek pochodzacy od wigzan
halogenowych w oddziatywaniach z receptorem 5-HTa.

Zwigzek 5-HT:(' [nng!HTm
HaN—°
2 Ay o 1312 232
K»k@
HN2 o
E A 478 38
s
HaN o)
E J\/\/\ éjr 179 4

Rysunek 3. Wplyw miejsca podstawienia atomem chloru we fragmencie arylopiperazyny na modelowanie ich
aktywno$¢ biologicznej wzgledem receptorow 5-HT; i 5-HT;a. Potencjalny mechanizm molekularny
odpowiedzialny za zréznicowanie aktywnosci wzgledem receptora 5-HT; w grupie chloro-pochodnych (2,3-di-
Cl — niebieski, 2-Cl — zotty, 3-Cl — czerwony) — tworzenie wigzania halogenowego z fancuchami bocznymi
aminokwasow Cys3.36 i/lub Thr3.37."®

Jak istotne jest uwzglednienie anizotropii rozktadu gestosci elektronowej dla atomu

halogenu w procedurze dokowania molekularnego?

Na podstawie przytoczonych powyzej wynikéw badan wstepnych oraz faktu, iz rola
atomu halogenu w oddzialywaniach mie¢dzyczasteczkowych nie zostala jeszcze dobrze
wyjasniona, napisalem wniosek 1 otrzymatem finansowanie na realizacj¢ projektu
poswigconego badaniom teoretycznym i eksperymentalnym wigzan halogenowych
w uktadach biologicznych (program SONATA 8 realizowany w latach 2015-2018).
Pierwszym moim zadaniem badawczym wykonanym w ramach grantu byto zaprojektowanie
(utworzenie odpowiednich skryptoéw automatyzujacych obliczenia) i wykonanie bardzo
rozlegtych testow roznych podejs¢ do dokowania molekularnego ligandow zawierajacych
atom halogenu. W chwili skfadania wniosku grantowego zadne oprogramowanie
specjalistyczne do dokowania molekularnego nie uwzgledniato zjawiska powstawania
anizotropii gestosci elektronowej dla atomow halogenu (nie dotyczy atomu F). Wskazywato
to na pomijanie roli 6—dziury, a tym samym mozliwosci tworzenia wigzania halogenowego
w kompleksach ligand-receptor. Wybdr odpowiedniego algorytmu dokowania byt istotny,
gléwnie dlatego, iz miat on stanowi¢ kluczowy element metodologii uzywanej w dalszych
etapach realizacji zadan in silico. Badania wykonatem przy uzyciu algorytméw komercyjnych
(Glide na poziomie SP i XP, Schrodinger*®) oraz niekomercyjnych (AutoDock VinaXB; jeden
z pierwszych algorytméw uwzgledniajacy czlon energetyczny do funkcji oceniajacej
pochodzacy od wiazania halogenowego®') do dokowania oraz zaproponowanego podejécia
faczacego dokowanie QM/MM (ligand traktowany na poziomie kwantowym, otoczenie—
aminokwasy na poziomie pola sit OPLS3%%) z modelem GBSA (Generalized Born Surface
Area)®® szacowania entalpii swobodnej oddzialywania ligand—receptor. W tym celu
wykorzystalem protokét dokowania QM/MM z pakietu Schrodinger QPLD (QM-Polarized
Ligand Docking)*“°, w ktérym przy uzyciu metod chemii kwantowej (ab initio lub DFT)
obliczane sa tadunki formalne na atomach liganda. Do oceny skutecznosci (tj. RMSD, roznice
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migdzy dilugoscig 1 katem wigzania halogenowego zmierzone w krysztalach i otrzymane
z dokowania) testowanych podej$¢ uzytem zbioru 106 komplekséw z bazy PDB (przyktady
zawieraty identyczne ilosci kompleksow dla kazdego z halogenéw: Cl, Br, I), w ktorych
wystepowato co najmniej jedno wigzanie halogenowe miedzy ligandem a receptorem (ten
sam zbior komplekséw L-R byt wczesniej uzyty do testowania wersji algorytmu AutoDock
VinaXB, implementujacego wiazania halogenowe do procesu dokowania*'). Wygenerowane
w wyniku zastosowania uzytych procedur dokowania kompleksy L-R zostaly krzyzowo
ocenione przez: Kryterium najnizszego RMSD, funkcje Glide Score, XBSF (funkcja
oceniajaca z programu AutoDock VinaXB) oraz warto§¢ AG kompleksu uzyskang przy
uzyciu algorytmu GBSA (Rysunek 4). Wyniki obliczen pokazaty, ze kombinacja metody
dokowania QM/MM i oceny GBSA znaczaco lepiej odtwarza natywne geometrie
kompleksow ligand—receptor z wigzaniem halogenowym.

2IYVINRY

200
I

150
L

-5
L

l |

50

Réznica kata []
0

-10

Réznica odleglosci [A]

QPLD_XBSF -

QPLD_GBSA -

QPLD-RMSD
QPLD_GScore -
Glide_SP-RMSD
Glide_SP_XBSF -|
Glide_XP_XBSF
QPLD-RMSD
QPLD_GScore -|
QPLD_GBSA |
QPLD_XBSF -
Glide_SP-RMSD |
Glide_SP_XBSF -
Glide_XP_XBSF

Glide_XP_RMSD |

Glide_SP_GScore
Glide_XP_RMSD -|
Glide_XP_GScore -
Glide_SP_GScore
Glide_XP_GScore -

Rysunek 4. Wykresy skrzypcowe przedstawiajace rozktad roznic dtugosci wigzania halogenowego (A) i kata
o-dziury (B) obliczone pomig¢dzy najlepszym kompleksem przewidzianym przez dang metode oceny (scoringu)
a geometrig natywna danego kompleksu z PDB. Linig kropkowana (o wartosci 0) oznaczono brak roznicy
w geometrii wigzan halogenowych pomiedzy geometria odtwarzanego i natywnego kompleksu L—R."™

Otrzymane wyniki dostarczyly jasnych dowodow na to, jak istotne jest uwzglednienie na
etapie dokowania wlasciwej metody przypisywania tadunkoéw formalnych atomom liganda —
standardowo stosowane w programach do dokowania pola sitowe nie uwzgledniaty
anizotropii gestosci elektronowej powstajgcej na atomach halogenu i przez to przypisywane
wartos$ci tadunkow byly niewlasciwe. Z kolei w procedurze dokowania QM/MM tadunki na
poszczegolnych atomach sg obliczane na gruncie kwantowo-mechanicznym, co prowadzi do
zgodnego z teorig opisu rozktadu tadunku na atomach X (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Porownanie czgstkowych tadunkéw atomowych dla fragmentu kompleksu L-R (PBD: 3E8N)
przypisanych przez pole sit OPLS3 (A, dokowanie za pomocg algorytmu Glide) i obliczonych metoda DFT:
B3PW91l/cc-pVTZ-pp (B, dokowanie za pomocg algorytmu QPLD). Dla atomu jodu, bioracego udziat
W tworzeniu wigzania halogenowego z tlenem karbonylowym Vall27 odnotowano istotng zmiang¢ warto$ci
fadunku; zgodnie z teorig XB, tadunek zlokalizowany na atomie jodu w przypadku (A) powinien raczej
zapobiega¢ tworzeniu wigzania halogenowego, gléwnie z powodu elektrostatycznego odpychania z grupa
akceptorowg (O=C). H3

Uprzywilejowane aminokwasy dla wigzan halogenowych w miejscu aktywnym

receptora

Kolejnym krokiem byto zweryfikowanie postawionej hipotezy o istnieniu
uprzywilejowanych aminokwaséw w miejscu aktywnym receptora dla wigzan halogenowych
(XB hot-spots). W tym celu opracowatem i zaimplementowatem (w postaci programu)
metodologi¢ eksploracji kieszeni wigzacej dowolnego receptora w celu lokalizacji
wspomnianych aminokwasow (H2). Wzigto pod uwage akceptory wigzan halogenowych
zlokalizowanych w odpowiednich grupach funkcyjnych tancuchow bocznych aminokwasow,
jak réwniez karbonylowych atoméw tlenu z wigzan peptydowych eksponowanych do wnetrza
kieszeni wigzacej. Opracowana procedura sktada si¢ z kolejno wykonywanych modutow:
(1) tworzenie zbiorow-sond testowych reprezentujacych zaleznosé¢ struktura-aktywnosc, ktore
zawieraly przyklady ligandéw niepodstawionych i ich halogenowanych analogow (gdy
wymianie ulega tylko atom H na ClI, Br lub | — zbiory XSAR), (ii) procedury dokowania
QM/MM z GBSA, oraz (iii) regul identyfikacji aminokwasow (kryterium geometryczne,
aktywnosci, czestosci wystepowania W kompleksach L-R) kluczowych z punktu widzenia
tworzenia stabilnych wigzan halogenowych. Przy uzyciu otrzymanego algorytmu
wygenerowano zbiory XSAR dla wszystkich 31 wykrystalizowanych receptoréw GPCR klasy
A (dane z czerwca 2018 roku; wzigto pod uwage tylko receptory ludzkie otrzymane
z rozdzielczoécig nie wiekszej niz 3,0 A, wyniki jeszcze nieopublikowane), oraz wybranych
niewykrystalizowanych receptoréw monoaminergicznych GPCR (tj. 5-HT1aR, 5-HT¢R oraz
5-HT;R).
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Generowanie zbiorow zaleznosci struktura-aktywnos¢ dla halogenowanych pochodnych
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Rysunek 6. Schemat koncepcyjny opracowanego algorytmu do identyfikacji aminokwasow uprzywilejowanych
dla wigzan halogenowych.™

Zbiory XSAR zostaly utworzone na podstawie analizy bazy danych ChEMBL -
najpotezniejszej i uznanej bazy danych gromadzacej informacje o zaleznosci miedzy strukturg
a aktywnos$cig biologiczna zwigzku wzgledem wszystkich znalezionych w literaturze
naukowej celow biologicznych.46 Gléwnym wynikiem zastosowania procedury bylo
otrzymanie ,,mapy drogowej” wszystkich uprzywilejowanych aminokwaséw (XB hot-spots)
dla wigzan halogenowych w klasie A receptorow GPCR. Otrzymane wyniki moga znalez¢
praktyczne zastosowanie w projektowaniu/optymalizacji syntezy aktywnych zwigzkoéw, przez
uzycie ich do celowanego podstawienia atomem halogenu, ktére umozliwi utworzenie
oddzialywania  halogenowego miedzy ligandem a  okreslonym aminokwasem
uprzywilejowanym. Taka operacja ma na celu zwigkszy¢ aktywnos¢ struktury wiodacej, jak
réwniez poprawi¢ pozostate parametry zwigzkow (lipofilowos$é, toksycznos¢, polarnosc).

Z uwagi na wieloletnie do$wiadczenie w badaniu metodami in silico oddziatywan
roéznych klas ligandéw z receptorem 5-HT7 (H2, H5-H8, P11, P12, P14, P19, P21-23, P25,
P26, P28, P29, P33, P39, P40), wybralem to biatko do weryfikacji hipotezy o istnieniu i roli
uprzywilejowanych aminokwasow dla wigzan halogenowych w miejscu aktywnym receptora
(zar6bwno na drodze teoretycznej, jak i eksperymentalnej). Poniewaz receptor 5-HT7 nie zostat
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do tej pory wykrystalizowany, dlatego opracowatem modele homologiczne tego receptora
uzywajac 8 najblizszych homologicznie szablonow i wybierajac do dalszych badan po 10
najlepszych konformacji dla danego szablonu (wg procedury opublikowanej przez Rataj
i wsp.).*” Wyniki dokowania zbioru XSAR (Rysunek 7) wskazuja, ze niezaleznie od rodzaju
szablonu na jakim zbudowany jest model receptora 5-HT; w jego miejscu wigzgcym
wyroézni¢ mozna dwa aminokwasy uprzywilejowane dla tworzenia wigzan halogenowych
z akceptorem zlokalizowanym na karbonylowym atomie tlenu (T5.39 i S5.42) wigzania
peptydowego, oraz cztery, w ktorych role akceptora pelni odpowiednia grupa funkcyjna
zlokalizowana w tancuchu bocznym aminokwasu (D2.65, C3.36, S5.42 1 E7.35).

| 1dentyfikacja aminokwasow uprzywilejowanych dia XB | Rysunek 7. Wyniki zastosowania procedury poszukiwania
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W sumie, otrzymano 43 zbiory tworzace biblioteke XSAR, ale tylko w 25 z nich pochodne
halogenowe wykazywaly poprawe aktywnosci wzgledem niemodyfikowanej struktury
i dlatego ten ,,podzbior” zostat uzyty do sondowania miejsca aktywnego receptora. Analiza
wizualna  otrzymanych  rezultatow  potwierdzita kluczowa role  aminokwasow
uprzywilejowanych w tworzeniu wigzan halogenowych, szczegolnie, ze zbiory XSAR
zawieraly strukturalnie zr6znicowane klasy ligandow 5-HT5.

W celu jakosciowej oceny pochodnych halogenowych danej struktury we wszystkich
analizach in silico stosowatem: parametr Xeffect, warto$ci AAG, oraz sfery interakcji XB. Do
opisu kierunku i wielkosci zmiany aktywno$ci po podstawieniu atomem halogenu
wprowadzitem parametr Xeffect, obliczany jako iloraz aktywnosci struktury niepodstawionej
I aktywno$¢ pochodnej halogenowej. Wartosci wicksze od 1, oznaczaja krotno$¢ poprawy
aktywnosci biologicznej dla pochodnej halogenowej. Do oceny wptywu podstawnika X na
stabilno$¢ tworzonego kompleksu L-R uzywatem rdéznicy entalpii swobodnej wigzania
pochodnej halogenowej i analogu niepodstawionego — wartosci AAG < 0 oznaczaly
dodatkowe, stabilizujagce kompleks L-R przyczynki pochodzace od oddziatywania atomu
halogenu z receptorem. Z kolei, do oceny jakoSci tworzacych sie¢ wigzan halogenowych
w miejscu aktywnym receptora, uzywatem teoretycznych sfer oddziatywania (Rysunek 8) dla
wigzan halogenowych (generowane za pomoca serwera Www.halogenbonding.com).™¥#%49
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Obrazuja one obszary korzystne i mniej korzystne (w postaci nieregularnej sfery) dla
tworzenia wigzania halogenowego wokoét odpowiedniego akceptora (najczesciej karbonylowy
atom tlenu wigzania peptydowego). Projekcja atomu halogenu na dany obszar sfery pozwala
na szybkie okreslenie sity utworzonego wigzania halogenowego.

Jedna ze struktur reprezentujacych ,,set24” — arylosulfonamidowe pochodne
(aryloksy)alkiloamin,®® biblioteki XSAR (Rysunek &) zostala wykorzystana do
zaprojektowania biblioteki analogéw halogenowych uzytej kolejno do weryfikacji
otrzymanych, na drodze obliczen teoretycznych, zaleznos$ci miedzy aktywnoscia biologiczng
a rodzajem i polozeniem atomu halogenu.
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Rysunek 8. Ilustracja zaproponowanego podejscia do wizualizacji zbiorow XSAR (mapa cieplna) oraz ich
uzycia w poszukiwaniu aminokwaséw uprzywilejowanych dla wigzan halogenowych. Do przygotowania
niniejszego schematu uzyto modelu receptora 5-HT; otrzymanego na szablonie receptora D; (PDB: 3PBL).
Wartosci liczbowe w macierzy XSAR reprezentujg warto$¢ parametru Xeffect. Teoretyczne sfery dla
oddziatywania halogenowego zostaly wygenerowane dla wybranych aminokwaséw w miejscu wigzacym
receptora w celu ilustracji przydatnosci tego narzedzia w ocenie jako$ci tworzonych wiazan halogenowych.™

W tym celu wygenerowano bibliotek¢ kombinatoryczng in silico zawierajaca: pochodne
monohalogenowe (wymiana halogenow w kazdej pozycji pierscienia R i R; niezaleznie) oraz
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dipodstawione (wprowadzenie halogenow w jednym, jak i obu pierscieniach R i Ry
jednoczesnie). Dodatkowo, w celu glgbszego zbadania specyficznej natury wigzania
halogenowego w badanych kompleksach L-R zaprojektowano takze analogi z podstawnikami
alkilowymi (nie tworza wigzan halogenowych). W kolejnym etapie zadokowano cata
bibliotek¢ (liczaca ponad 100 zwigzkéw) do wybranych modeli receptora 5-HT7 z uzyciem
algorytmu QPLD, a dla otrzymanych kompleksow obliczono wartosci AAG uzywajac
algorytmu GBSA. Analiza wynikoéw pod katem roli aminokwasow uprzywilejowanych dla
wigzan halogenowych znalezionych za pomoca biblioteki XSAR wskazata ciekawe
zaleznos$ci, ktore zostaty kolejno zweryfikowane na drodze syntezy (w ramach wspotpracy
z dr. Vittorio Canale z Zaktadu Chemii Lekow UJ CM) wybranych analogéow (Rysunek 9A)
z calej biblioteki kombinatorycznej i okreslenie powinowactwa zsyntetyzowanych czasteczek,
w testach in vitro, wzgledem receptora 5-HT7 (dr Grzegorz Satata z Zaktadu Chemii Lekéw
IF PAN).
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Rysunek 9. Zebranie najwazniejszych wynikow z wykonanych badan (H2). (A) lokalizacja aminokwasow
kluczowych (zo6tty) oraz pomocniczych (r6zowy) dla tworzenia wigzan halogenowych wyznaczonych
z sondowania miejsca wigzacego receptora 5-HT; przy uzyciu zbioru XSAR. Przedstawiono réwniez sposob
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oddziatywania struktury wyjsciowej uzytej w badaniach wraz z zaznaczeniem miejsc modyfikacji oraz
podstawnikoéw uzytych do syntezy zwiazkoéw z biblioteki kombinatorycznej. Ewaluacja roli uprzywilejowanych
aminokwasow w cze$ci zewnatrzkomorkowej (B-D) oraz transbtonowej (E—G) receptora w zaleznosci od
rodzaju podstawienia atomu halogenu we fragmencie (aryloksy)alkilowym."?

Najwazniejszym rezultatem przeprowadzonych badan bylo potwierdzenie roli wybranych
aminokwaséw w tworzeniu wigzania halogenowego z ligandami, co prowadzi do wzrostu
aktywnosci biologicznej in vitro. Szczegotowe wnioski na temat roli atomu halogenu mozna
stre$ci¢ nastepujaco:

e wplyw pozycji podstawienia atomem halogenu w pierscieniu aromatycznym liganda
(najczesciej tylko jedna z pozycji daje istotny wzrost aktywnosci biologicznej poprzez
tworzenie wigzania halogenowego; pozostale wnosza niewielki wktad lub nawet
prowadza do obnizenia aktywno$¢ zwiazku — Rysunek 9 B-D, G). Zastosowana
procedura obliczeniowa przewidziata, ze pod wzglgdem energetycznym
1 geometrycznym najlepszej jakosci wigzania halogenowe powstaja dla pochodnych
podstawionych w pozycji 3 we fragmencie aryloksyalkilowym, ktore tworzyly
wiazanie halogenowe z najistotniejszym aminokwasem uprzywilejowanym T5.39,

o efekty steryczne stabilizujace i destabilizujgce (niedopasowanie do ksztattu kieszeni
wiazacej; najwigckszy spadek aktywnosci powodowaly pochodne podstawione
w pozycji 4 fragmentu (aryloksy)alkilowego - przewidziany przyczynek do
stabilizacji kompleksu L-R dla 4-Br mial dodatniag warto$¢, a wiec oznaczat
destabilizacje, Rysunek 9G),

e wzrost wielko$ci atomu halogenu niekoniecznie prowadzi do wzrost aktywno$ci
pochodnej (zgodnie z teorig, wzrost wielkosci atomu halogenu CI<Br<I powoduje
powstawanie mocniejszych wigzan halogenowych przez wzmocnienie o-dziury — taka
sytuacja jest mozliwa w uktadach izolowanych. W przeprowadzonych badaniach
zidentyfikowano uktady, w ktérych wzrost aktywnos$ci zatrzymuje si¢ na pochodnej
3-Br, podczas gdy dla pochodnej 3-1 aktywnos$¢ ulegta nawet pogorszeniu — efekt
plateau),

e pozostate efekty (hydrofobowe, stabilizujace oddziatywania steryczne atomu halogenu
— pochodne z podstawnikami w pozycji 2 we fragmencie (aryloksy)alkilowym daty
istotne wzrosty aktywnosci przy wzroscie wielkosci atomu halogenu, ale jeszcze
bardziej znaczace przy uzyciu odpowiednio duzych podstawnikow alkilowych).
Otrzymane wyniki eksperymentalne in vitro staty si¢ podstawa do podjecia kolejnych

badan zwigzanych z wplywem wielkosci atomu halogenu na modelowanie aktywnosci
biologicznej badanych pochodnych, tj. przyczyn zanotowanej roznicy aktywnosci dla
pochodnych 2- oraz 3-Br/I we fragmencie aryloksylowym. Na podstawie badan teoretycznych
przewidziano utworzenie stabilnych wigzan halogenowych z pochodnymi podstawionymi
w pozycji 3 (dodatkowe przyczynki do stabilizacji kompleksu L-R dla pochodnych chloro,
bromo, jodo miaty odpowiednio wartosci AAG = -1,4; -4,5 oraz -4,8 kcal/mol), lecz wyniki
badan aktywnos$ci biologicznej pokazaty, ze najwiekszy wzrost wystgpit dla pochodnej 3-Br
(Xeffect = 34,6), a duzo mniejszy dla 3-1 (Xeffect = 7). Z kolei pochodne halogenowe
podstawione w pozycji 2 fragmentu (aryloksy)alkilowego wykazaty wzrost aktywnosSci
biologicznej do receptora 5-HT; wraz ze wzrostem wielkosci atomu halogenu. Badania
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teoretyczne nie wskazaly natomiast zdolnosci do tworzenia wigzan halogenowych, mimo to
pochodne te utworzyly stabilne kompleksy z receptorem 5-HT7 kierujac podstawniki
halogenowe w hydrofobowe zaglebienie w kieszeni wigzacej powstatej miedzy helisami
3, 516 (Rysunek 9E, pochodne chloro, bromo, jodo miaty odpowiednio wartosci AAG = -1,6;
-2,1 oraz -4,9 kcal/mol). Opisane efekty analizowano za pomoca trwajacej 60 ns symulacji
dynamiki molekularnej (w tym celu uzyto procesorow GPU). Do analizy otrzymanych
trajektorii uzyto wykresow zaleznosci kata (C-X:-O) od dlugosci (X:--O) wigzania
halogenowego dla T5.39 (poniewaz byl to najblizszej polozony aminokwas
uprzywilejowany). Wyniki pokazaty, ze zarowno pochodne 2-Br, jak i 2-1 charakteryzowaty
si¢ niekorzystnymi parametrami geometrycznymi dla tworzenia wigzania halogenowego
z tlenem karbonylowym T5.39 w trakcie symulacji (Rysunek 10). Podczas gdy dla pochodnej
3-Br wigkszos¢ punktow uzyskanych z symulacji MD znajdowata si¢ w regionie korzystnym
(geometrycznie) dla tworzenia wigzan halogenowych, to w przypadku jodu korzystne
wigzania halogenowe z T5.39 tworzone byly znacznie rzadziej, prawdopodobnie ze wzgledu
na jego duzy rozmiar.

Rysunek 10. Wykresy punktowe
obrazujace  zmiany  wartosci  kata
i dlugosci wigzania halogenowego
zachodzgce w czasie 60 ns symulacji
MD dla analogow 2- i 3-Br/l. Kazdy
punkt reprezentuje dane wyodr¢bnione
z jednej klatki trajektorii MD (interwal
symulacji  ustawiono na 10 fs).
Czerwone prostokaty oznaczajg obszary

2-Br

160

Kat C-X--0(T5.39) [7]

parametrow geometrycznych
korzystnych  (kat 1 dlugos¢) dla
tworzenia wigzan halogenowych

z karbonylowym atomem tlenu T5.39.72

8 9 10 2 3 4 5 6 7 8

Odlegloé¢ X--O(T5.39) [A]

Zastosowanie opracowanej metodologii dla wigzan halogenowych do optymalizacji

aktywnosci biologicznej réinych grup zwigzkow aktywnych dla wybranych

receptorow monoaminergicznych GPCR

Otrzymane narzedzia zostaly zastosowane do poszukiwania aminokwasow
uprzywilejowanych dla wigzan halogenowych w wybranych receptorach klasy A GPCR,
ktore nie zostaly dotad wykrystalizowane | sag uzywane w badaniach nad nowymi lekami
OUN prowadzonych w Zaktadzie Chemii Lekoéw IF PAN (tj. 5-HT1aR, 5-HT6R, 5-HT+R oraz
D,). Rola atomu halogenu (jako podstawnika) zostata zbadana na przyktadzie czterech
niezaleznych bibliotek (chemotypow) nowo otrzymanych ligandow dla wspomnianych
receptorow monoaminergicznych GPCR (H4-H7). Gtownym przestaniem wyplywajgcym
z tych badan jest eksperymentalne potwierdzenie hipotezy o mozliwosci sterowania
aktywno$cig biologiczng zwigzku chemicznego za pomoca podstawienia atomem halogenu,

24



oraz o istnieniu w miejscu aktywnym receptora uprzywilejowanych aminokwasow dla
tworzenia wigzan halogenowych. Wykorzystanie opracowanej metodologii oraz narzedzi
pozwala na racjonalne projektowanie pochodnych, ktére przez utworzenie dodatkowego
oddzialywania halogenowego w kieszeni wigzacej receptora wplywaja na poprawe
aktywnosci biologicznej — pozwala to na zaoszczedzenie czasu i pieniedzy w projektach
celowanych na poszukiwanie/optymalizacje struktury wiodgcej leku.

Jednym z najbardziej spektakularnych przyktadéw uzycia opracowanej metody byto
jej zastosowanie w optymalizacji aktywnosci struktury wiodacej nowych, niskozasadowych
agonistow receptora 5-HT7; w grupie pochodnych imidazolo-indoli (H5). Moim zadaniem
byto otrzymanie biblioteki kombinatorycznej wszystkich halogenowych pochodnych
struktury wyjsciowej (ktorej aktywno$¢ do receptora 5-HT7 wynosita K; = 560 nM), kolejno
dokowanie QM/MM do wybranych modeli homologicznych receptora 5-HT;, analiza
otrzymanych kompleksow L-R 1 wartosci dodatkowych przyczynkow do energii
oddziatywania (AAG < 0), oraz wyselekcjonowanie pochodnych do syntezy organicznej.
Otrzymane wyniki badan in silico wykazaly, ze zastgpienic wodoru atomem halogenu
W pozycji 5 pierScienia indolowego, proporcjonalnie do wielkosci atomu X, zwigkszalo
powinowactwo do 5-HT;R. Analiza kompleksow L-R wykazata, Zze znaczacy udziat
w aktywnosci biologicznej zwigzku mozna przypisa¢ wigzaniom halogenowym utworzonym
miedzy ligandem, a karbonylowym atomem tlenu dwoch aminokwaséw uprzywilejowanych
dla XB (tj. Ser5.42 i T5.39). Najwigkszy, 93-krotny wzrost aktywnosci wzgledem
niepodstawionej struktury zanotowano dla pochodnej 5-1 (Kij = 6 nM), niewiele mniejszy
(28-krotny) dla pochodnej 5-Br (K; = 20 nM), oraz najmniejszy dla 5-Cl (K; = 42 nM).
Parametry geometryczne otrzymane z analizy in silico kompleksow L-R (Rysunek 11A) dla
pochodnej 5-1 pokazaty istotny udziat obu uprzywilejowanych aminokwaséw w tworzeniu
wigzan halogenowych, tj.: Ser5.42 (d(l---O) = 3,1 A, kat o-dziury (C-I---O) = 155°) i Thr5.39
(d(I---0) = 4,4 A, kat o-dziury (C-1---O) = 171°). Kolejno$¢ zmian réznicowej swobodnej
energii wigzania AAG (po zastgpieniu wodoru w pozycji 5 indolu na chlor, brom i jod
wyniosty odpowiednio -6,6, -7,2 i -10,1 kcal/mol), oraz projekcja na karbonylowy atom tlenu
T5.39 teoretycznej sfery interakcji dla wigzan halogenowych (wszystkie wigzania
halogenowe tworzone przez pochodne 5-X znajdowaty si¢ w obszarach korzystnych
energetycznie, Rysunek 11A, B) potwierdzity istotng role wigzania halogenowego
w tworzeniu kompleksu L-R. Teoretycznych sfer interakcji dla wigzan halogenowych uzytem
takze do wyjasnienia przyczyn znacznego obnizenia aktywnosci biologicznej po przesunigciu
atomu bromu z pozycji 5 do 4 i 6 w pierscieniu indolu (Rysunek 11B). Scentrowana na
karbonylowym atomie tlenu T5.39 sfera interakcji dla XB wykazata, ze pochodna 5-Br
(d(Br---0) = 3,2 A, kat o-dziury (C-Br---O) = 159°) lezy w energetycznie korzystnym
obszarze interakcji, podczas gdy atomy bromu w pochodnych 4- i 6-Br byly zwrdcone poza
obszar sfery, wykluczajac tym samym mozliwo$¢ dodatkowej stabilizacji kompleksu L-R
przez tworzenie wigzan halogenowych. Wyniki te byly takze zgodne z obliczonymi
wartosciami roznicowej swobodnej energii oddzialywania — tylko pochodna 5-Br wykazata
istotny przyczynek do energii oddziatywania (AAG = -7,6 kcal/mol), w poréwnaniu
z analogami 4- i 6-Br (AAG odpowiednio rowne +0,9 i +1,8 kcal/mol, Rysunek 11B).
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ﬁ - Rysunek 11. Poréwnanie
[Arge.s Al Phes. ( / Arge.58 sposobu oddziatywania
N ) { \ ~ B . ... Fi= w miejscu aktywnym receptora
Thrs.39 || AL » \ " This3e ||
‘ \ / L. 5-HT; niepodstawionej (zielony)
4 v i jej 5-1 (pomaranczowy)
)’ M\ d L N [\ w0 pochodnej  (A). Porownanie
\ K ) o\ kompleksow 4-, 5- i 6-Br
| Asps. 2] R pochodnych (odpowiednio,
A ¥ 7 AAG =-10.1 kealimol N f B 7/ AAG™= +0.9 kcalimol ? szarozielony, pomaraficzowy
» LD O s ol i cyjan)  oraz  struktury
Ki(H) = 560 nM Ki(H) = 560 nM wyjsciowej (zielony) w miejscu
Ki(5-1) = 6 "M (Xeffect~93) Ki(4-Br, 1K) = 2294 nM (Xeffect=0,24)
K(5-Br 1n) = 20 nM (Xeffect=28) aktywnym receptora.

Ki(6-Br, 1j) = 10750 nM (Xeffect=0,05) Teoretyczne sfery oddzialywania

dla wigzan halogenowych zostaty
natozone na tlen karbonylowy
T5.39."°

Kolejnym przyktadem zastosowania opracowanej metodologii byta analiza zalezno$ci

struktura-aktywno$¢ w  niewielkiej bibliotece azyno-sulfonamidowych pochodnych
dhugotancuchowych arylopiperazyn (LCAP) posiadajacych uktad aromatyczny rdznie
podstawiony atomami halogendéw (H6). Struktura wiodgca wykazywata aktywnos¢ wzgledem
kilku receptorow monoaminergicznych GPCR, dlatego otrzymane pochodne przeanalizowano
w kontekscie ich oddziatywania z trzema najistotniejszymi receptorami (tj. D,, 5-HT; oraz
5-HT;a). Wyniki badan in vitro pokazaty, ze zwigzek niepodstawiony we fragmencie
fenylopiperazyny wykazuje niskie powinowactwo do wszystkich badanych receptoréw
(Rysunek 12). Wprowadzenie atomu chloru w pozycje 4 fenylopiperazyny zwigkszyto
aktywnos¢ pochodnej do receptora D, i 5-HT7R odpowiednio 8- i 5-krotnie, co jak wskazaty
badania in silico zwiazane byto z dodatkowa stabilizacja kompleksu L-R poprzez tworzenie
wigzania halogenowego z tlenem karbonylowym Ser5.42 (znajdujacej si¢ zardéwno w kieszeni
wigzacej receptora Dy 1 5-HT7). Z kolei w receptorze 5-HT;4, pochodna 4-Cl powodowata
istotng destabilizacje kompleksu L-R (czego skutkiem byt brak interakcji z kluczowym
aminokwasem Asp3.32), co ttumaczyto jej niskg aktywnos¢.
Przesunigcie atomu chloru z pozycji 4 do 3 zwigkszyto powinowactwo do rozpatrywanych
receptorow — wyniki analizy in silico wykazaty, ze obecno$¢ atomu chloru w potozeniu
3 dodatkowo stabilizuje kompleksy L-R przez tworzenie wigzan halogenowych z: Val5.39
(w D2R; d(Cl---O) = 2,95 A, kat 5-dziury = 171,87°), oraz z Thr5.39 (w 5-HT7R; d(CI---O)
=2,88 A, kat 6-dziury = 155,80° i 5-HT1aR; d(Cl---O) = 3,83 A, kat 5-dziury = 137,46°).
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= 1237 nM
=76 nM

Ki(2,3-diCl) =36 nM

Ki(2,4-diCl) =121 nM

Rysunek 12. Porownanie kompleksow otrzymanych przez dokowanie QM/MM halogenowanych (we
fragmencie fenylopiperazyny) pochodnych z analizowanej biblioteki (3-Cl: niebieski, 2,3-di-CI: czerwony, 2,4-
di-Cl: pomaranczowy) w miejscach aktywnych receptorow D,, 5-HT; i 5-HT;a. Teoretyczne sfery interakcji
chlor—tlen ilustruja jako$¢ formowanych wiazan halogenowych w otrzymanych kompleksach L-R."®

Interesujace zalezno$ci otrzymano dla analogow z dwoma atomami chloru w pier§cieniu
fenylopiperazyny (tj. 2,3-di-Cl oraz 2,4-di-Cl). Dla pochodnej 2,3-di-Cl wzrost aktywnosci
w poréwnaniu do analogu 3-Cl odnotowano tylko w przypadku D,R — wyniki analizy in silico
pokazaty, ze atomu chloru w pozycji 2 tworzy dodatkowe wigzanie halogenowego z His6.55
(d(Cl--*N) = 2,81 A, kat o-dziury = 149,45°, Rysunek 12A), natomiast w pozostatych
receptorach nie zanotowano zadnych dodatkowych oddzialywan stabilizujacych z udziatem
2-Cl. We wszystkich receptorach atom chloru w pozycji 3 stabilizowat kompleksy L-R przez
tworzenie wigzan halogenowych z Val5.30 w przypadku D;R i z Thr5.39 w pozostatych
receptorach (Rysunek 12). Natomiast, wprowadzenie drugiego atomu chloru w pozycje
4 (analog 3,4-di-Cl), spowodowato drastycznie obnizenie aktywno$ci do receptorow 5-HTia
I Dy, ale takze zachowanie wysokiej aktywno$¢ do 5-HT7R. Réwniez i w tym przypadku,
przyczyng wysokiej aktywnosci do 5-HT;R byta dodatkowa stabilizacja kompleksu L-R,
wynikajaca z utworzenie wigzania halogenowego z Thr5.39 (d(Cl---O) = 3,31 A; kat c-dziury
=172,12°) i Ser5.42 (d(Cl---O) = 2,84 A, kat 5-dziury = 147,15°, Rysunek 12B).

Dla receptora serotoninowego 5-HTg, role wigzan halogenowych w dodatkowej
stabilizacji kompleksow L-R badatem na przyktadzie dwoch grup zwiazkéw: pochodnych
pirolochinoliny (H7) oraz 1,3,5-triazyny (H4).

Glownym celem w pierwszej pracy (H7) bylo wytlumaczenie réznic w aktywnosci
miedzy dwoma izomerycznymi Strukturami, tj. arylosulfonamidowymi pochodnymi
1H-pirolo[2,3-f]chinoliny oraz 1H-pirolo[3,2-h]chinoliny podstawionymi w  pozycji
3 fragmentu tetrahydropirydynowego. Zaplanowalem i nadzorowatem badania teoretyczne
wyjasniajace przyczyny takiego zachowania zwigzkoéw. Przy uzyciu metod kwantowo-
mechanicznych (badania wykonane przez dr. inz. Pawla Sliwe z Politechniki Krakowskigj),
oraz dokowania i dynamiki molekularnej (badania wykonane przeze mnie) zaproponowano
wyjasnienie réznicy w aktywnosci obu pochodnych. Dodatkowo, wprowadzenie atomu chloru
w pozycji 3 we fragmencie arylosulfonamidowym (pochodne oznaczone w publikacji jako
6 i 10) zwigkszylo powinowactwo (Xeffect) do 5-HTsR odpowiednio 1,5- i 5-krotnie
wzglgdem struktur niepodstawionych. Analiza kompleksow L-R otrzymanych na drodze
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dokowania molekularnego QM/MM do modeli homologicznych receptora 5-HTg dowiodta,
ze podstawnik 3-Cl moze tworzy¢ dwa wigzania halogenowe, tj. z tlenem karbonylowym
A4.56 i/lub S4.57; jednakze otrzymane parametry geometryczne (dla S4.57: d(Cl---O) = 3,3
A, kat o-dziury = 169°, oraz dla A4.56: d(Cl---O) = 3,4 A, kat o-dziury = 124°) wskazywaty
na dominujgcg role S4.57 w formowaniu wigzan halogenowych. Rezultat ten zostal poparty
wynikami symulacji MD pokazujgcymi, ze zwigzki 10 i 6 czgsciej przyjmowaly wlasciwe
parametry geometryczne (dtugos¢ i kat XB) dla wigzan halogenowych z S4.57, niz A4.56
(Rysunek 13).

200 200
A4.56 A4.56

150 150

100 100

0
200

$4.57 $4.57

150

Kat o-dziury (C-CI---O) []
g

4
d(CI--0) [A] d(CI--0) [A]

Rysunek 13. Weryfikacja roli aminokwasow A4.56 i S4.57 jako punktow uchwytu dla wigzan halogenowych
w badanej serii pochodnych pirolochinoliny. W celu uproszczenia wynikoéw otrzymanych ze 100 ns symulacji
MD, z kazdej klatki wyciggnigto parametry geometryczne wigzan halogenowych z badanymi aminokwasami, tj.
dhugos¢ (Cl--O) oraz kat o-dziury wigzania halogenowego dla kompleksow zwigzkéw 6 (cyjan) i 10 (zielony)
z5-HTR.M

Przy uzyciu pochodnych halogenowych reprezentujacych druga grupe zwigzkow —
pochodne 1,3,5-triazyny zawierajace fragment arylohydantoiny (H4), poddano dalszej
ewaluacji hipoteze aminokwasow uprzywilejowanych dla wigzan halogenowych znajdujacych
si¢ w helisie 4 receptora 5-HTjg (tj. A4.56 i S4.57). Pochodna niepodstawiona wykazata niski
poziom powinowactwa wzgledem 5-HTgR (K; = 592 nM). Przesunigcie atomu chloru
z pozycji 3 do 4 spowodowato 4-5-krotny (w zaleznosci od modyfikacji rdzenia) wzrost
aktywnosci do 5-HTgR w porownaniu do ich niepodstawionych pochodnych. Zaleznos¢ ta
zostata potwierdzona przez dokowanie molekularne QM/MM wszystkich pochodnych do
modeli homologicznych receptora 5-HTs. Analiza wykazata (Rysunek 14), ze jedynie
obecnos¢ atom chloru w potozeniu 4 stabilizuje dodatkowo kompleks L-R poprzez tworzenie
wigzan halogenowych z tlenem karbonylowy P4.60 (d(C1-O) = 3,31 A, oraz kat o-dziury
= 151,5°). W celu dodatkowej weryfikacji znalezionych zalezno$ci, uzyto teoretycznej sfery
interakcji dla XB scentrowanej na karbonylowym atomie tlenu P4.60 (Rysunek 14B) —
podstawnik 4-Cl znajdowal si¢ w obszarze sfery korzystnym energetycznie, podczas gdy
podstawnik 3-Cl wskazywal na brak mozliwosci tworzenia wigzan halogenowych dla tej
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pochodnej. Dodatkowym eksperymentalnym potwierdzeniem tej zaleznosci jest obnizenie
aktywnosci pochodnej 3-CHs, dla ktorej zidentyfikowano istotne przeszkody steryczne
powodujace destabilizacje kompleksu L-R. Interesujagcym rezultatem wykonanych badan jest
zidentyfikowanie innego aminokwasu biorgcego udzial w tworzeniu wigzan halogenowych
z ligandami, niz wskazane w poprzedniej pracy (H7): A4.56 i S4.57. Przyczyng moze by¢
wpltyw chemotypu, ktéry w procesie formowania kompleksu powoduje indukowanie innego
stanu konformacyjnego kieszeni wigzacej receptora, a tym samym zaangazowanie innych
aminokwasow w tworzenie wigzan halogenowych z ligandami. Niemniej jednak, hipoteza ta
wymaga wykonania dalszych, bardziej rozlegtych badan teoretycznych.

R 5-HT.R [nM]

H 592 F6.52
3-Cl 271
4-Cl 127 )
3-CHs 895 : /_
A B

Rysunek 14. Natozenie kompleksow L-R otrzymanych w wyniku dokowania do modelu homologicznego
5-HTsR zwiazkow: analogu niepodstawionego (rézowy), 3-CHj (z6tty), 4-Cl (cyjan) i 3-Cl (fioletowy) na
hipotetyczne miejsce oddziatywania w kieszeni wigzacej. Teoretyczne sfery oddziatywania chlor—tlen ilustrujg
przewidywane wlasciwosci tworzonych wiazan halogenowych.™

Badania nad tadunkowo-wspomaganymi wigzaniami wodorowymi

Podjecie wszechstronnych badan teoretycznych nad tadunkowo-wspomaganymi
wigzaniami wodorowymi bylo spowodowane brakiem systematycznych badan nad istota oraz
rolg tych oddziatywan w kompleksach ligand-receptor. Dodatkowym powodem byty,
prowadzone juz od wielu lat w Zaktadzie Chemii Lekow IF PAN, teoretyczne prace
badawcze nad oddziatywaniem ligandow z roéznymi receptorami monoaminergicznymi
GPCR. Stad naturalnym krokiem bylo podjecie badan nad mostkami solnymi co, réwniez
w zalozeniu, miato prowadzi¢ do otrzymania nowych narzedzi wspierajgcych proces
racjonalnego projektowania nowych ligandow metodami in silico. Jestem autorem koncepcji
badan, w ramach ktérych nawigzatem wspolprace z dr. inz. Pawtem Sliwa z Politechniki
Krakowskiej (specjalista od obliczen kwantowo-mechanicznych). W rezultacie, opublikowana
zostata praca (H1) prezentujaca bardzo bogate wyniki badan na temat roli i znaczenia
mostkow solnych w uktadach biologicznych. Oprocz zaprojektowania i koordynowania (jak
réwniez napisania publikacji) prac badawczych w tym temacie, moim gléwnym osiagni¢ciem
jest: (i) analiza wynikow przeszukiwania baz danych PDB,>* ChEMBL,* DrugBank®® oraz
GPCRdb,> (i1) zaprojektowanie i wykonanie badan zaleznos$ci zmiany kata, odleglosci oraz
potozenia monomeroéw od energii oddziatywania, (iii) opracowanie koncepcji i implementacja
w postaci programu teoretycznych sfer oddzialywania dla uktadow modelowych z mostkiem
solnym.
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Najwazniejsze wyniki badan otrzymane w wyniku analizy baz danych mozna stresci¢

nastepujaco:

analiza geometrii kompleksow L-R z mostkiem solnym zidentyfikowanych w bazie
PDB pokazata (Rysunek 15), ze najbardziej preferowana geometria mostka solnego
wystepuje przy wartosciach odlegtosci (N*---"0) i kata (N*-H---"O) odpowiednio
2,8-2,9 A i 140-175°. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przypadku kompleksow amin
trzeciorzedowych, na wykresach rozkltadu danego parametru geometrycznego
wystapity widoczne drugie maksima (tj. 3,1-3,3 A i 120-140°),

istotna rola mostka solnego zostala potwierdzona takze przez analiz¢ danych
mutagenetycznych znalezionych w bazie GPCRdb dla aminergicznych receptoréw
klasy A GPCR (gdzie mostek solny miedzy Asp3.32 a ligandem uznawany jest za
kluczowe oddzialtywanie). Zidentyfikowano trzy rodzaje mutacji Asp3.32, gdzie
najwickszy spadek (bioragc pod uwage mediane rozktadow uzyskanych dla stosunku
powinowactwa zwigzkow do formy zmutowanej i dzikiej receptora) aktywnosci
ligandow stwierdzono dla mutacji Asp3.32Ala (126-krotny), kolejno Asp3.32Asn
(63-krotny), natomiast najstabszy efekt wykazata mutacja Asp3.32Glu (5-krotny).
Analiza bazy DrugBank pod katem struktur zawierajacych fragmenty molekularne,
ktére potencjalnie moga by¢ zaangazowane w tworzenie mostkow solnych
z receptorem (Asp/Glu, Lys/Arg). Przy uzyciu algorytmoéw chemoinformatycznych
(do przeszukiwania podstrukturalnego i klastrowania hierarchicznego) otrzymano
unikalne zestawienia wszystkich fragmentow molekularnych, ktore zostaly uzyte
w strukturach lekéw. Dane te moga by¢ bardzo pomocne w racjonalnym
projektowaniu nowych struktur zwigzkoéw aktywnych biologicznie, na drodze
podmiany fragmentow molekularnych na inne, ale zachowujace mozliwo$¢ tworzenia
mostkow solnych.

Baza ChEMBL postuzyta do poszukiwania zbiorow SAR obrazujacych zaleznos¢
zmiany rzedowosci fragmentdéw aminowych wystepujacych w tych samych
strukturach zwiazkoéw od ich aktywnosci biologicznej w danym receptorze. Dane te
poshuzyty jako weryfikacja eksperymentalna dla wykonanych obliczen kwantowo-
mechanicznych energii mostkoéw solnych w réznych uktadach modelowych
(kompleksy Asp z metylo-, dimetylo-, trimetyloaming oraz N-metylopiperydyna).
Wyniki przeszukiwania dostarczyly wielu cennych danych potwierdzajacych wyniki
otrzymane w czg$ci teoretycznej pracy (Np. ze roznica miedzy aktywnosciag
pochodnych zawierajacych grupe aminowa pi€rwszo- 1 trzeciorzegdowa moze
w niektorych przypadkach wynosi¢ nawet 300-razy; co spowodowane jest nizsza
energia oddziatywania w uktadzie z grupg aminowa pierwszo-, niz trzeciorzedows).

Kolejnym moim osiagnigciem byto zaplanowanie i wykonanie, na przyktadzie kilku prostych
uktadow modelowych imitujacych mozliwe konfiguracje mostkéw solnych w uktadach
biologicznych (kompleksy Asp z metylo-, dimetylo-, trimetyloaming, N-metylopiperydyna,
oraz Lys z kwasem mrowkowym), systematycznych badan teoretycznych zaleznos$ci energii

mostka solnego od: rzedowosci grupy aminowe] jako donora, dlugosci mostka solnego
(odleglos¢ N*---"0), kata walencyjnego mostka solnego (N'-H---"O) oraz wzajemnej
orientacji fragmentow molekularnych donora i akceptora mostka solnego wzglgdem siebie
(skan sferyczny). Obliczenia energii mostka solnego wykonano metoda MP2 w bazie
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6-31++G**, z uwzglednieniem rozpuszczalnika (woda, model PCM), przy uzyciu programu
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Rysunek 15. Parametry geometryczne mostkow solnych zidentyfikowanych w kompleksach ligand-receptor
zdeponowanych w bazie PDB (dla ligandow zawierajacych grup¢ aminowa A — pierwszo-, B — drugo-,
C — trzeciorzgdowa w roli donora, oraz D — karboksylowa w roli akceptora). Dla kazdej grupy wybrano
przyktadowe kompleksy ilustrujace zidentyfikowane oddziatywanie.™

Wyniki pokazaty, ze zalezno$¢ energii od dtugos$ci mostka solnego przyjmuje ksztatt krzywej
Lenarda-Jonnesa, a energie oddzialywania uktadow dla optymalnych dtugosci
(rownowagowych) mostka solnego ukladaja si¢ w zalezno$¢: pierwszo-<drugo-
<trzeciorzedowa grupa aminowa. Wyniki obliczen dla zmiany kata walencyjnego (N*-H:-- O)
wykonane dla wszystkich uktadow Asp—aminowych wykazaly drastyczne zmniejszenie
energii oddziatywania w wyniku odchylenia od wartosci optymalnej. Najbardziej znaczace
zmiany zaobserwowano w przypadku uktadu Asp—N-metylopiperydyna — odchylenie o wigcej
niz 10° od wartosci optymalnej spowodowato odwrdcenie charakteru oddziatywania ze
stabilizujgcego na destabilizujace (spowodowane zawadg steryczng). Pozostate kompleksy (tj.
aminy pierwszo- i drugorzedowe) pokazaty niesymetryczny ksztatt krzywej energii mostka
solnego. Ostatnim etapem badan kwantowo-mechanicznych, byto opracowanie metodologii
I jej implementacja do skanowania sferycznego (Rysunek 16) — otrzymanie sfery interakcji
dla mostka solnego przy réoznym utozeniu przestrzennym jednego z fragmentéw kompleksu
I zamrozeniu pozycji atomow drugiego fragmentu oraz dlugosci mostka solnego. Otrzymany
program pozwolil na automatyczne generowanie poszczegdlnych standw geometrycznych
(2664 punkty dla jednego uktadu modelowego), kolejno obliczenie energii poszczegolnych
komplekséw na poziomie MP2/6-31++G** (z modelem PCM) oraz projekcji otrzymanych
energii oddzialywania na sfer¢ obrazujacg obszary korzystne dla tworzenia mostka solnego
(Rysunek 17).
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Rysunek 16. lustracja metodologii
zaimplementowanej do wykonania sferycznego
skanu na przyktadzie jednego =z ukladow
modelowych  Asp-trimetyloamina. (A) Definicja
przyjetego uktadu wspotrzednych; punkty X, Y, Z
wyznaczaja wierzchotki wektoréw jednostkowych
uktadu wspolrzednych. Definicja katow
dwusciennych (B, C) wokdt ktorych zdefiniowane
byty obroty jednego monomeru wzgledem drugiego
przy zachowaniu ustalonej dtugosci mostka solnego
(odlegto$é miedzy N2 i O1)."*

Analiza wynikow skanu sferycznego dla ukladow modelowych dostarczyta bardzo

interesujacych wnioskow:

e dla Asp, jako akceptora, znaleziono bardzo duzy obszar korzystnych interakcji
wskazujacych na duza dostepnos¢ atomu tlenu grupy karboksylowej,

e mniejszy obszar korzystnego oddziatywania znaleziono dla uktadu modelowego z Lys
jako donorem, najprawdopodobniej z powodu zwigkszonej zawady sterycznej
powodowanej sasiednimi atomami wodoru,

e nalozenie obliczonych sfer oddzialywania na losowo wybrane kompleksy z PDB
zawierajace mostek solny potwierdzito ich zgodnos¢ z danymi eksperymentalnymi
(mostki solne znajdujace si¢ w danym kompleksie PDB zajmowaly obszary sfery

korzystne energetycznie).

Na koniec nalezy nadmieni¢, iz narz¢dzia otrzymane w niniejszej pracy (H1) zostaty
wykorzystane do wytlumaczenia mechanizmu zmian aktywnos$ci biologicznej pomigdzy
stereoizomerami  (R/S) zawierajacymi ugrupowania aminowe tworzace mostki solne
w miejscu aktywnym receptora 5-HTg (dane nieopublikowane).

Amina pierwszorzedowa Amina drugorzgdowa

ASP

LYs
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Rysunek 17. Teoretyczne sfery odzialywania otrzymane dla badanych uktadow modelowych z mostkiem
solnym."?



45.4. Podsumowanie i wnioskKi

Przedstawione wyniki prac habilitacyjnych dotycza badania natury i mozliwos$ci
aplikacji wybranych oddzialywan niekowalencyjnych w racjonalnym projektowaniu nowych
zwigzkow  aktywnych  biologicznie w  procesie  poszukiwania nowych lekéw
z wykorzystaniem metod in silico. Badania w tematyce oddziatywan miedzyczasteczkowych
stanowig jeden z fundamentéw nauk podstawowych, niezb¢dnych aby moc lepiej zrozumieé
réznorodne procesy zachodzace w otaczajacym $wiecie. I cho¢ mogtoby si¢ wydawac, ze na
przestrzeni ostatnich dekad wszystkie procesy jednostkowe jakie zachodza w skali
czasteczkowej zostaly juz poznane i zrozumiane, to ciaggle pojawiaja si¢ nowe problemy
I wyzwania, ktorych podjgcie i rozwigzanie lezy u podstaw zrozumienia i opanowania jezyka,
ktérym porozumiewaja si¢ czasteczki — oddziatywan niekowalencyjnych. Poniewaz, swoja
dotychczasowg kariere naukowg poswigcitem projektowaniu nowych zwigzkow biologicznie
aktywnych z wykorzystaniem réznorodnych metod obliczeniowych, to naturalnym krokiem
byto wiaczenie si¢ w badania podstawowe na temat dwoch istotnych z punktu widzenia
wspotczesnej chemii medycznej oddziatywan: halogenowego i mostka solnego.

Gléwnym osiggnigciem naukowym w kwestii badania wigzan halogenowych jest
opracowanie nowej metodologii do poszukiwania 1 weryfikacji aminokwasoéw
uprzywilejowanych dla wigzan halogenowych oraz ich uzycia do sterowania aktywnoscia
biologiczng zwigzkéw chemicznych. W wyniku wykonanych prac badawczych powstaty
nowe narzedzia do tworzenia zbiorow XSAR, okreSlenia optymalnej metody dokowania
i oceny kompleksow zwigzkow halogenowych z receptorem, identyfikacji aminokwasow
uprzywilejowanych dla wigzan halogenowych, ktorych przydatno$¢ zostata kolejno
zweryfikowana w badaniach eksperymentalnych — wptyw rodzaju i miejsca podstawienia
atomu halogenu na kierunek zmiany aktywnosci pochodnych wzgledem ich
niepodstawionych analogow.

Dla receptora 5-HT; znaleziono dwa aminokwasy uprzywilejowane (T5.39 i S5.42),
ktorych wykorzystanie do projektowania pochodnych wykazujacych lepszg aktywnos$¢, niz
niepodstawione analogii zostata potwierdzona dla trzech grup zwigzkow. Wyniki pokazaty, ze
w zalezno$ci od rdzenia molekularnego, aktywno$¢ zwigzku mozna poprawi¢ blisko
100-krotnie w porownaniu do niepodstawionego zwigzku macierzystego. Nalezy rowniez
zaznaczyC, 1z wybor ztej pozycji podstawienia w pier§cieniu aromatycznym liganda moze
rowniez kilkaset-krotnie zmniejszy¢ aktywno$¢ biologiczng. Z Kkolei weryfikacja
eksperymentalna wykonana na przyktadzie dwoch grup zwigzkow dla receptora 5-HTg nie
potwierdzita tych samych aminokwaséw uprzywilejowanych w kazdym z przypadkow, ale
dostarczyta bardzo waznych wnioskéw na temat istotnej roli rdzenia molekularnego.

Drugim badanym oddzialywaniem byto ladunkowo-wspomagane wigzanie wodorowe,
potocznie zwane mostkiem solnym. Oddziatywanie to, mimo iz znane od dawna nie byto do
chwili obecnej przedmiotem systematycznych badan nad jego rola w projektowaniu lekow.
Ponadto, mostki solne uwazane sa za jedne z najmocniejszych znanych oddzialywan
niekowalencyjnych oraz kluczowych dla zapewnienia aktywno$ci np. w receptorach
monoaminergicznych GPCR (ktore stanowig przedmiot moich badan juz od poczatku
dziatalnosci naukowej w IF PAN). Gléwnym rezultatem tych badan, jest otrzymanie wielu
waznych danych nt. zalezno$ci geometrycznych mostka solnego od jego energii, czgstosci
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wystepowania w uktadach biologicznych, natury oddzialtywania (analiza ETS-NOCV).
Dodatkowo, opracowano i zaimplementowano algorytm do tworzenia teoretycznych sfer
interakcji dla mostkow solnych, ktore mozna wykorzysta¢ do jakosciowej oceny tworzonych
oddzialywan i w dalszym kroku wykona¢ takie modyfikacje w strukturze liganda aby
polepszy¢ parametry tego oddzialywania i tym samym aktywno$¢ nowoprojektowanych
czasteczek.

Opracowane narzedzia 1 metodologia sg3 w dalszym ciggu optymalizowane
i weryfikowane, a w niedlugim czasie moga sta¢ si¢ istotnym wspomaganiem pracy
chemikow medycznych w kwestii wyboru odpowiednich pochodnych do dalszych syntez
stuzacych odkrywaniu innowacyjnych lekéw, o przelomowym znaczeniu dla wspotczesnej
farmakoterapii.
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5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo—badawczych

Sumarycznie na mdj dorobek naukowy sktada si¢: 43 artykuly oryginalne (o tacznym

wspotczynniku 1Frok opublikowania = 136,579 1 sumie punktow MNiSW = 1426), 4 artykuty
popularnonaukowe, 1 patent oraz 72 wystgpienia na konferencjach krajowych
I zagranicznych. W tym:

e przed uzyskaniem stopnia doktora: 7 artykulow oryginalnych (0 sumarycznym IF o wydania

= 17,591, pkt. MNiSW = 214), 4 artykuty popularnonaukowych, oraz 25 prezentacji
konferencyjnych. Bytem takze kierownikiem grantu Preludium 2,

po uzyskaniu stopnia doktora: 36 artykutow oryginalnych (0 sumarycznym IF ok wydania
= 118,988, pkt. MNiISW = 1212), 3 artykuty spoza listy JCR, 1 patent, 47 prezentacji
konferencyjnych. Bytem takze kierownikiem grantu Sonata 8.

Moje zainteresowania dotyczyly nastepujacych obszaréw badawczych:
Przed uzyskaniem stopnia doktora:
e badanie natury i roli wigzan wodorowych za pomoca metod kwantowych (P41-43),
e budowa i optymalizacja protokotu wirtualnego przeszukiwania chemicznych baz danych

w celu identyfikacji nowych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym
i przeciwlekowym (P40),

badanie wplywu gestosci fingerprintowe] (tzw. daktylograméw molekularnych) oraz
sktadu zbioru treningowego na efektywno$¢ metod uczenia maszynowego oraz ich
wykorzystaniem w wirtualnym skriningu,
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e opracowanie i implementacja nowego algorytmu generowania modeli farmakoforowych
opartych o struktur¢ znanych ligandéw oraz sposob ich oddziatywania w miejscu
wigzgcym receptora (P33),

e opracowanie sposobu tworzenia i analizy wirtualnych bibliotek kombinatorycznych
opartych na schemacie syntezy (P39).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

e implementacja wirtualnego skriningu do poszukiwania zwigzkéw o réznym profilu
dziatania (P27, P31),

e badanie mechanizmu oddzialywania r6znych grup zwiazkoéw chemicznych z receptorami:
5-HT¢R (P9, P18), 5-HT;R (P12, P14, P19, P21, P23, P25, P28, P29), tubulina (P10,
P15),

¢ implementacja metod uczenia maszynowego do protokotu wirtualnego skriningu w celu
rozszerzenia stosowalnosci i poprawy skutecznosci (P20, P27, P30, P34, P36),

e opracowanie modeli decyzyjnych wspomagajacych nowy paradygmat w projektowaniu
lekow (polifarmakologia obliczeniowa) zwigzany z przewidywaniem aktywnos$ci
zwigzku do wielu receptorow jednoczesnie (P22, P23),

e badanie wptywu i znaczenia oddziatywan halogenowych w racjonalnym projektowaniu
1 optymalizacji nowych lekéw na przykladzie wybranych receptoréw klasy A GPCR
(H2-8, P11, P24),

e rola i znaczenie tadunkowo-wspomaganych wigzan wodorowych (mostkéw solnych)
w kompleksach ligand—receptor (H1),

e wplyw substytucji fluorem na zmiang¢ aktywnos$ci biologicznej zwiazkéw chemicznych,
a w szczegolnosci wilasciwosci kluczowych oddziatywan, tj. wigzan wodorowych
i halogenowych wykorzystujac szereg metod eksperymentalnych (spektroskopia FTIR,
NMR, XRD) oraz teoretycznych (obliczenia kwantowo-chemiczne, dynamika
molekularna ab initio oraz klasyczna).

5.1. Omoéwienie dzialalnosci naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowa rozpoczeta si¢ na pigtym roku studiow, gdy obok tematu
pracy magisterskiej realizowatem autorski projekt (pod opieka naukowg prof. dr. hab. Artura
Michalaka i dr. Mariusza Mitoraja) na temat badania natury rezonansowo-wspomaganych
wigzan wodorowych (RAHB) z zastosowaniem metod chemii kwantowej (gtownie ETS-
NOCV). Wynikiem tej dzialalnosci bylo opublikowanie 3 artykutow naukowych w
czasopismach z listy JCR (P41-P43) oraz 1 prezentacja posteru na konferencji
miedzynarodowej (J72).

Zaraz po obronie pracy magisterskiej zaczatem prace w Instytucie Farmakologii PAN,
gdzie zajatem si¢ tworzeniem protokotu wirtualnego skriningu (VS) chemicznych baz
danych. Skuteczno$¢ opracowanego protokotu zostata przetestowana podczas poszukiwania
nowych ligandéw receptora serotoninowego 5-HT7, ktorego regulacja ma duze znaczenie dla
dziatania wielu lekow psychotropowych. Sposrod okoto 750 tysiecy zwigzkow dostepnych
w bibliotece firmy Enamine, zidentyfikowano wiele polaczen chemicznych, z ktorych
26 zakupiono, a nastgpnie wyznaczono eksperymentalnie ich powinowactwo do receptora

37



5-HT7. W grupie zbadanych zwigzkéw, dwie pochodne benzodioksanu wykazaty znaczacy
poziom aktywnosci (Ki < 300 nM), co bioragc pod uwage niewielkg liczbe zakupionych
zwigzkow 1 fakt, iz pochodne benzodioksanu nie byly do tej pory klasyfikowane jako ligandy
5-HTR, potwierdzato poprawnos¢ przyjetego modelu (P40).

W ramach wspdlnego grantu (NorPol) z naukowcami z Uniwersytetu w Tromso, zastosowano
ulepszony protokot VS do przeszukania pigciu komercyjnych baz (liczacych w sumie okoto
3 240 000 struktur), z ktorych wybrano 202 zwigzki jako potencjalne inhibitory transportera
serotoniny (SERT). Woyniki badan in vitro potwierdzily znaczace powinowactwo
24 zwigzkéw do SERT (K; < 1000 nM). Nowoscig w tych badaniach byto m.in. opracowanie
1 wdrozenie metody weryfikacji aktywnosci znalezionych ,hitéw”. Struktury zwigzkow
zidentyfikowanych w VS dla SERT, wykorzystano do utworzenia kwerend molekularnych na
podstawie ktorych przeszukano ponownie zawarto$¢ pieciu wybranych baz i wybrano 198
najblizszych analogdw strukturalnych. Wyniki oznaczen aktywnos$ci biologicznej

potwierdzity znamienne powinowactwo (Kj < 1000 nM) dla 11 chemotypoéw, przy czym,
w 5 przypadkach znaleziono nawet zwiazki aktywniejsze niz w VS. W ten sposob
zaproponowany schemat uproszczonego podejscia do pozyskiwania analogéw struktur
trafionych (ang. hit-to-lead, H2L) przynidst spodziewane rezultaty i dostarczyt w szybki
sposob wstepnych informacji do przeprowadzenia analizy zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ w
danej grupie zwigzkoéw, niezbednych do dalszej racjonalnej optymalizacji struktur zwigzkow
aktywnych.

Ogolng skuteczno$¢ opracowanej strategii VS podsumowuja tzw. wspotczynniki trafien: 8%
w badaniach skierowanych na 5-HT;R oraz 11,4% dla SERT. W poréwnaniu z metodami
skriningu wysokoprzepustowego (HTS), w ktorych wspotczynnik trafien << 1%, otrzymane
wyniki VS sa znacznie korzystniejsze. Nalezy podkreslic, ze w obu przypadkach wybor
zwigzkow byt zawsze ograniczony tylko do struktur niewykazujacych podobienstwa do
znanych ligandéw danego celu biologicznego (P31).

Prace rozwojowe nad protokotem VS kontynuowatem takze w ramach grantu Opus 2 we
wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym w Poznaniu ukierunkowanym na poszukiwanie
siarkowych pochodnych w grupie kombretastatyny A-4 (CA-4) o dziataniu cytotoksycznym
| przeciwnowotworowym. W ramach wspotpracy opracowatem narzedzia (skrypty, programy)
oraz modele predykcyjne (oparte na kodowaniu oddzialywan ligand—receptor w postaci
wektora binarnego oraz algorytmie uczenia maszynowego SVM) do tworzenia i analizy
wirtualnych  bibliotek kombinatorycznych opartych na dwu-etapowym schemacie
otrzymywania siarkowych pochodnych CA-4. Ich zastosowanie pozwolito oceni¢ calg
dostgpng przestrzen syntetyczng (na podstawie wszystkich handlowo dostepnych reagentow)
1 wybra¢ zestaw kilkudziesieciu zwigzkdéw, wsrod ktérych znalazty sie zwigzki o wysokiej
aktywnosci (Kj < 10 nM). Metoda zostata wdrozona w réznych projektach 1 wspotpracach
z innymi o$rodkami naukowymi (Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, Wydziat
Farmaceutyczny UJ CM), pozwalajac na identyfikacje nowych grup zwigzkéw biologicznie
aktywnych (P15).

W 2012 roku otrzymatem grant badawczy Preludium 2 na badania podstawowe
zwigzane z uzyciem fingerprintow molekularnych w VS. Gtéwne wyniki dotyczyty zbadania
wplywu gestosci rdznych fingerprintow molekularnych, sposobu generowania zbioru
nieaktywnych przyktadéw uczacych oraz ich ilosci na efektywnos$¢ uczenia maszynowego.
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Wyniki znalazty zastosowanie jako ,,przewodnik” do zwigkszenia wydajnosci metod uczenia
maszynowego W przeszukiwaniu baz danych pod katem identyfikacji nowych struktur
aktywnych. Otrzymane zalezno$ci moga by¢ wykorzystane do dowolnych aplikacji metod
uczenia maszynowego (P20, P30, P34).

5.2. Omoéwienie dzialalnosci naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatem prace naukowg w Zaktadzie Chemii
Lekow IF PAN w Krakowie skupiajac si¢ na rozwijaniu wlasnych zainteresowan badawczych
(tj. badania wybranych niekowalencyjnych oddziatywan miedzyczasteczkowych, dalszy
rozwoj protokotu i algorytméw dla VS), oraz zadan, zwigzanych z uzyciem komputerowo-
wspomaganego projektowania/optymalizacji nowych lekow w roznych projektach naukowo-
badawczych (projekty nakierowane gtéwnie na poszukiwanie nowych substancji o dziataniu
przeciwdepresyjnym, przeciwlekowym, prokognitywnym, cytotoksycznym,
przeciwnowotworowym).

W ramach prac nad rozwojem metod/algorytmow stosowanych w VS na wspomnienie
zastuguja dwa dziatania. W ramach pierwszego, opracowatem i przetestowalem skutecznos¢
nowatorskiego algorytmu do tworzenia kwerend farmakoforowych (kombinacji modeli
farmakoforowych) opartych na zbiorze mozliwych modeli farmakoforowych zbudowanych na
podstawie analizy oddziatywan ligandow z miejscem wigzacym receptora. Metoda okazata si¢
skuteczniejsza, niz stosowane wowczas podejscie do budowy modeli farmakoforowych typu
ligand-based. Dodatkowo, w zadnym dostgpnym komercyjnym oprogramowaniu nie ma
mozliwosci budowy takiej kwerendy oraz jej optymalizowania na okreslone potrzeby VS.
Algorytm zostal opublikowany w postaci 1 artykutu (P33), 1 wystgpienia ustnego (17) oraz
2 posteréw na konferencjach mi¢dzynarodowych (J48, J45). Dodatkowo, w ramach projektu
PLATFORMex utworzono pierwsza implementacj¢ tego algorytmu z interfejsem graficznym
uzytkownika (GUI). W chwili obecnej prowadzone sg testy 1 optymalizacja oprogramowania.
Drugim dziataniem sg prace zwigzane z implementacja metod uczenia maszynowego na
potrzeby VS. Do chwili obecnej zaplanowatem i wykonatem kilka istotnych eksperymentow
numerycznych, w ktorych badane byty globalne preferencje uzycia kombinacji roznych metod
uczenia maszynowego ze sposobem opisu struktury czasteczki zwigzku chemicznego
(deskryptory molekularne). Wyniki badan staly si¢ podstawg 4 publikacji naukowych
0 charakterze metodycznym (P36, P34, P30, P20) oraz 1 publikacji o charakterze
aplikacyjnym w VS (P27). Generalnie w tej serii prac wykazano, ze skutecznosSci
wyszukiwania zwigzkow aktywnych w wirtualnym skriningu zalezy od: (i) rodzaju uzytego
algorytmu uczenia maszynowego, (ii) rodzaju uzytego deskryptora (fingerprintu)
molekularnego, (iii) wielko$ci zbioru uczacego (treningowego), oraz (iv) relacji stosunku
pozytywne/negatywne przyktady uczace i wielko$¢ przeszukiwanej biblioteki zwigzkow
chemicznych. Otrzymane wyniki dostarczyly wskazowek dotyczacych, pomijanego dotad,
aspektu optymalizowania sposobu doboru rodzaju fingerprintu do danej metody uczenia
maszynowego oraz wielkosci przeszukiwanej bazy danych. Pozwala to budowac
skuteczniejsze modele klasyfikacyjne i tym lepiej przeszukiwaé przestrzen chemiczng
stosujgc metody wirtualnego skriningu.
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Moje Kkolejne, zainteresowania naukowe skupiaja si¢ wokol opracowania

metod/algorytmow  obliczeniowych  wspierajacych  popularny obecnie  paradygmat
polifarmakologii, czyli réwnoczesnej symulacji oddzialywan zwigzkéow chemicznych
z pozadanymi i niekorzystnymi celami biologicznymi (interakcje krzyzowe). W tej kwestii
opracowalem nowatorski algorytm poszukiwania selektywnie dziatajgcych ligandéw dla
strukturalnie bliskich receptorow biatkowych (1 praca zostata opublikowana na przyktadzie
selektywno$ci 5-HT7/5-HT1a). Glowng ideg zaproponowanego algorytm jest tworzenie
klasyfikatora SVM (uzywajgc mechanizmu fuzji danych) bazujacego na czterech
komponentowych modelach szczegétowych SVM. Trenowanych w taki sposob, ze
pozytywny zbidr treningowy stanowia ligandy selektywne w stosunku do pozadanego
receptora (5-HT7), a klasy negatywne odpowiednio ligandy: (i) selektywne wzgledem
niepozadanego receptora (5-HT1a), (ii) nieselektywne, ale spetiajace kryterium aktywnosci
wzgledem pozadanego receptora (K; < 100 nM), (iii) nieselektywne, oraz (iv) losowo wybrane
z biblioteki ZINC przy uzyciu algorytmu DUD-e (directory of useful decoys). Przetestowano
dwa podejscia do kodowania informacji, tj. w formie Kklasycznych fingerprintow
molekularnych (podejscie ligand-based) oraz bazujace na kodowaniu oddziatywan 3D
ligand-receptor w formie fingerprintéw oddziatywania (SIFt, structure-based). Na badanym
przyktadzie selektywnosci 5-HT7R/5-HT1a receptorowej lepszym podejsciem okazalo sig
bazujace tylko na strukturach ligandow, a model wynikowy SVM okazat si¢ bardzo wydajny
w testach retrospektywnych (P22). Opracowany model obliczeniowy dla selektywnoSci
5-HT;/5-HT1a zostal nastepnie zastosowany do prospektywnej oceny biblioteki nowych
arylosulfonamidowych pochodnych (aryloksy)propylo-piperydyny (badania wykonane we
wspolpracy z Zakladem Chemii Lekéw, Wydzial Farmaceutyczny UJ CM), jako
selektywnych antagonistow receptora 5-HT; (P23). Model poprawnie przewidziat
selektywno$¢ dla ~72% wszystkich zsyntezowanych pochodnych. Badania te dostarczyly
réwniez dodatkowych danych, ktore zostaly uzyte do trenowania modeli komponentowych
SVM. Skutkowato to blisko 20% wzrostem poprawnosci przewidywania selektywnych
ligandow 5-HT+R przez algorytm.
Badania te staly si¢ podstawa do opracowania konceptu ideowego polifarmakologicznej
platformy obliczeniowej in silico, na co otrzymatem finansowanie w ramach programu
LIDER IX (finansowany ze $srodkow NCBR na lata 2019-2021, budzet 1 200 000 zt.). Projekt
bedzie realizowany przez doswiadczony zespot mlodych naukowcéw pod moim
kierownictwem, 1 we wspolpracy z firmg bioinformatyczng Ardigen. Nalezy doda¢, iz na
chwile obecng nie istniejg gotowe rozwigzania realizujgce tego typu obliczenia
(komercyjne/darmowe), dlatego opracowany prototyp platformy bedzie pierwszym tego typu
narzedziem na $wiecie, pozwalajacym na eliminowanie zwigzkow chemicznych, mogacych
mie¢ niepozadane interakcje, juz na wczesnym etapie rozwoju leku.

W 2017 roku nawigzatem wspotprace z dr. hab. Robertem Podgajnym z Wydziatu
Chemii UJ, w ramach ktorej zajmuje¢ si¢ badaniem oddzialywan anion-m w uktadach
biologicznych (przeszukiwanie bazy danych PDB, dokowanie molekularne, obliczenia
kwantowo-mechaniczne). W ramach wspoétpracy zostatem takze promotorem pomocniczym
w doktoracie poswigconym tej tematyce (Projektowanie i synteza nowych syntonow anion-m
istotnych z punktu widzenia uktadow i procesow biologicznych, 2017-2021).
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Rowniez w 2017 roku rozpoczatem intensywne badania nad rolg i wyptywem fluoru (jako
podstawnika) na zmian¢ aktywnosci biologicznej zwigzkéw chemicznych na przyktadzie
wybranych receptoréw klasy A GPCR (5-HT;, D, D3), a w szczegdlnosci wilasciwosci
kluczowych oddziatywan obserwowanych w kompleksach ligand-receptor, tj. wigzan
wodorowych i halogenowych, wykorzystujac szereg metod eksperymentalnych
(spektroskopia FTIR, NMR, XRD) oraz teoretycznych (obliczenia kwantowo-chemiczne,
dynamika molekularna ab initio oraz klasyczna). Badania wst¢pne wykonano dla czterech
uktadow modelowych (anilina, 2-F-anilina, 3-F-anilina oraz 4-F-anilina) tj. pomiary widm
FTIR, oraz szereg standardowych obliczen kwantowo-mechanicznych (optymalizacja
geometrii monomeroéw, analiza drgan normalnych w zakresie podczerwieni, mapy
potencjalow elektrostatycznych). Kolejno, w ramach pracy magisterskiej (sprawowatem rolg
opiekuna naukowego, mgr Wojciech Pietrus), uzyto techniki dynamiki molekularnej ab initio
(AITM). Na podstawie wykonanej serii 20 ps symulacji dla uktadow modelowych oraz
danych eksperymentalnych otrzymano szereg istotnych informacji nt. roli fluoru
w oddziatywaniach migdzyczasteczkowych, ktore staty sie podstawg do opracowania wniosku
grantowego w ramach programu SONATA BIS. Ponadto, jestem promotorem pomocniczym
w doktoracie poswieconym badaniom teoretycznym i spektroskopowym roli fluoru
w kompleksach ligand-receptor (Rola i znacznie fluoru w racjonalnym projektowaniu lekéw
na przyktadzie wybranych receptorow klasy A GPCR, 2017-2021).

5.3. Udzial w projektach badawczych

W latach 2009-2019 bratem udzial w nastgpujacych projektach badawczych (petnione
funkcje: wykonawca, kierownik zadania, kierownik projektu):

1. Polifarmakologiczna platforma skriningowa in silico, Lider IX LIDER/37/0137/L-
9/17/NCBR/2018, kierownik projektu, 2019-2021,

2. Opracowanie unikalnych sond molekularnych: niskozasadowi agonisci do badania
funkcji receptora 5-HT;, Opus UMO-2017/25/B/NZ7/02929, wykonawca, 2017-2020,

3. Funkcjonalnie selektywni odwrotni agonisci receptora 5-HTg oraz podwojne inhibitory
5-HT¢/MAO-B — w poszukiwaniu nowych podejs$¢ terapeutycznych do leczenia choroby
Alzheimera, Opus UMO-2016/21/B/NZ7/01742, wykonawca, 2017-2020,

4. Projektowanie, synteza, badania krystalograficzne oraz ocena aktywnos$ci biologicznej
nowych pochodnych chalkonéw — potencjalnych czynnikéw antymitotycznych, Opus
UMO-2015/17/B/ST4/03701, wykonawca, 2016-2019,

5. Wigzania halogenowe w oddziatywaniu ligandow z SERT, Sonata, UMO-
2016/21/D/INZ7/00620, wykonawca, 2017-2018,

6. Triazynowe ligandy receptora serotoninowego 5-HTg — nowa perspektywa w terapii
wspoétczesnych chorob cywilizacyjnych OUN, Opus UMO-2015/17/B/NZ7/02973,
wykonawca, 2015-2019,

7. Wigzania halogenowe — rola i znaczenie w oddziatywaniach ligandéw z receptorami
klasy A GPCR, Sonata UMO-2014/15/D/NZ7/01782, kierownik projektu, 2015-2018,

8. Nowa nieamyloidowa terapia zaburzen poznawczych (NATCo), wspotfinansowany przez
Narodowe Centrum Badan i1 Rozwoju w ramach Programu Badan Stosowanych,
wykonawca, 2015-2017,
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Biomimetyki LCAP pochodne amin alicyklicznych jako nowa klasa ligandow dla
receptorow monoaminergicznych, Opus UMO-2012/05/B/NZ7/03076, wykonawca,
2013-2016,

EXtension of academia-based PLATFORM to antidepressant hits discovery,
dofinansowany ze $§rodkéw Norweskiego Mechanizmu Finansowego w ramach Polsko-
Norweskiej Wspolpracy Badawczej, Pol-Nor/198887/73/2013, kierownik zadania,
2013-2016,

Innowacyjne terapie choréb neurodegeneracyjnych i neurorozwojowych w oparciu
o modulatory allosteryczne receptoréw mGlu (Allosterix), wspotfinansowany przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach Programu Badan Stosowanych,
PBS1/B7/8/2012, wykonawca, 2012-2015,

Wplyw  gestosci  fingerprintéw molekularnych na efektywno$¢ rozpoznawania
chemicznych  wzorcow  strukturalnych, Preludium UMO-2011/03/N/NZ2/02478,
kierownik projektu, 2012-2013,

Projektowanie, synteza 1 ocena aktywno$ci biologicznej metylotiopochodnych
kombretastatyny CA-4 — potencjalnych czynnikow antymitotycznych, Opus UMO-
2011/03/B/NZ7/00509, kierownik zadania, 2012-2014,

Demeter — Depresja, mechanizmy, terapia, Projekt wspotfinansowany przez Uni¢
Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, WND-POIG.01.01.02-12.004/09, wykonawca,
2010-2013,

Modulacja allosteryczna — nowa strategia w farmakoterapii. ldentyfikacja wtasnosci
psychotropowych ligandéw receptorow glutamatergicznych III grupy, Projekt
wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, WND-
POIG.01.03.01-12-100/08, kierownik zadania, 2009-2013,

Stworzenie platformy do poszukiwania zwigzkéw dziatajacych na uklady
serotonergiczny lub glutamatergiczny jako potencjalnych lekéw przeciwdepresyjnych lub
przeciwlgkowych, Projekt dofinansowany z ze S$rodkéw Norweskiego Mechanizmu
Finansowego w ramach Polsko-Norweskiego Funduszu Badan Naukowych, PNRF-103-
Al-1/07, wykonawca, 2010-2011,

Antagonisci receptora 5-HTs: Nowoczesne leki przeciwpsychotyczne o dodatkowym
dziataniu pro kognitywnym, Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska
z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka, UDA-POIG.01.03.01-12-063/09-02, kierownik zadania,
2010-2014,

Poszukiwanie nowych ligandow mGIluR2 1 mGIluR3 1 ich charakterystyka
farmakologiczna, MNiSW nr N405 1846 35, wykonawca, 2008-2011,

Poszukiwanie nowych ligandow receptorow 5-HTg | 5-HT7 o potencjalnym dziataniu
osrodkowym, MNiSW N N405 671540, kierownik zadania, 2011-2013.
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5.4. Odbyte szkolenia i kursy

1. Szkolenie: Zastosowanie statystyki i Statistica w opracowywaniu wynikéw badan
naukowych, zrealizowane przez StatSoft Polska, Tarnow, 3.4, 23, 24, 30.11.2016,

2. Szkolenie z zakresu Negocjacji, organizowane przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej
w ramach Projektu Skills, Krakow 8-9.10.2014,

3. Szkolenie: Zarzgdzania projektami badawczymi, organizowane przez Fundacje na rzecz
Nauki Polskiej w ramach Projekt Skills, Warszawa 25-26.06.2014,

4. Kurs pedagogiczny, Studium Pedagogiczne Panstwowej Wyzszej Szkoly Zawodowej
w Tarnowie, data ukonczenia 2006, $wiadectwo nr SP/kp/IMP/642/2005/2006.

5.5. Recenzje prac naukowych

Bytem recenzentem prac w nastepujacych czasopismach naukowych znajdujacych si¢
na liscie JCR: Acta Crystallographica Section B (1), Arabian Journal of Chemistry (1),
Bioinformatics, Oxford press (1), Chemical Biology & Drug Design (1), Combinatorial
Chemistry & High Throughput Screening (3), Journal of Cheminformatics (1), Journal of
Medicinal Chemistry (1), Methods (1), Pharmacological Reports (1), Postgpy Higieny
i Medycyny Do$wiadczalnej (1), The Scientific World Journal (1), PLOS One (1).

5.6. Staze naukowe

W latach 2009-2019 odbytem kilka krotkoterminowych stazy w ramach realizowanych

wspolnych projektow naukowo—badawczych:

1. Francja, |Institut de Chemie Organique et Analytique, Universit¢ d’Orléans,
02-06.12.2012,

2. Francja, Institut de Chemie Organique et Analytique, Universit¢ d’Orléans,
27.05-03.06.2012,

3. Norwegia, Medical Pharmacology and Toxicology, Department of Medical Biology,
Faculty of Health Science, University of Tromsg, 12-21.09.2011,

4. Norwegia, Medical Pharmacology and Toxicology, Department of Medical Biology,
Faculty of Health Science, University of Tromsg, 14-22.11.2010,

5. Norwegia, Medical Pharmacology and Toxicology, Department of Medical Biology,
Faculty of Health Science, University of Tromsg, 18-26.03.2010

5.7. Wspolpraca naukowa

W trakcie mojej dziatalnosci naukowej (w latach 2010-2019) wspotpracowatem/nadal
wspotpracuje z roznymi osrodkami naukowymi w kraju i za granica, tj.:

e Katedra Technologii Organicznej i1 Proceséw Rafineryjnych, Instytut Chemii
i Technologii Organicznej, Politechnika Krakowska (dr inz. Pawet Sliwa),

e Zaktad Krystalografii, Wydzial Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu (prof. dr hab. Maciej Kubicki),

e Zaklad Chemii Lekow, Wydzial Farmaceutyczny Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski (dr hab. Pawel Zajdel),
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e Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Wydziat

Farmaceutyczny Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski (dr hab. Jadwiga
Handzlik),

e Wydzial Matematyki i Informatyki Stosowanej Uniwersytet Jagicllonski (dr Marek

Smieja, dr Marcin Zelawski),

e Zaktad Chemii Organicznej, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

(dr Krzysztof Marciniec, dr hab. Beata Morak-Mtodawska),

e Narodowy Instytut Lekéw w Warszawie (dr Matgorzata Jaronczyk),
e Zaktad Biologii Medycznej Uniwersytetu w Tromse, Norwegia (dr Mari Gabrielsen),
e Wydziatem Nauk Farmaceutycznych, Uniwersytetu w Catanii, Wlochy (prof. Maria

Siracusa, dr Sebastiano Intagliata),

e Zaklad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet Medyczny

w Poznaniu (dr Tomasz Stefanski, dr Jacek Kujawski),

e Instytut Chemii Organicznej i Analitycznej (ICOA), Uniwersytet w Orleanie, Francja

(prof. Franck Suzenet),

e CELON Pharma S.A., Lomianki/Kietpin,
e Selvita S.A., Krakow.

. Nagrody i wyréznienia

Pierwsza nagroda za poster pt. Novel derivatives of 1H-pyrrolo[3,2-c]quinoline as dual
5-HT¢/D3sR antagonists with procognitive properties, Grychowska K., Deville C.,
Kurczab R., Satata G., Piska K., Koczurkiewicz P., Chaumont-Dubel S., Krawczyk M.,
Pc¢kala E., Bojarski A., Marin P., Popik P., Zajdel P., zaprezentowany podczas
IX Konwersatorium Chemii Medycznej, 13-15.09.2018, Lublin,

Nagroda Rektora PWSZ w Tarnowie za indywidualne osiagni¢cia naukowe Mlodego
Naukowca, 2018,

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych
naukowcow (2015-2018),

Druga nagroda za poster pt. N-alkylated arylsulfonamides of (aryloxy)ethyl piperidines:
5-HT; receptor selectivity vs multireceptor profile, Canale V., Kurczab R., Satata G.,
Partyka A., Jastrzebska-Wiesek M., Stoczynska K., Kos T., Pekala E., Popik P., Bojarski
A.J., Wesotowska A., Zajdel P., zaprezentowany podczas VII Konwersatorium Chemii
Medycznej, 17-19.09.2015, Lublin,

Najlepsza norweska publikacja z farmakologii w roku 2014 (P30), nagroda przyznana
przez Norweskie Towarzystwo Farmakologii i Toksykologii,

Pierwsza nagroda za poster pt. Design, synthesis and biological evaluation of novel
combretastatin A-4 derivatives — potential antimitotic agents, Stefanski T., Kurczab R.,
Dutkiewicz Z., Mikstacka R., Cichocki M., Murias M., Gielara-Korzanska A., Sobiak S.,
zaprezentowany podczas VI Konwersatorium Chemii Medycznej, 18-20.09.2014,
Lublin,

Stypendium dla wybitnych mtodych uczonych START przyznawane przez Fundacje na
rzecz Nauki Polskiej, 2012,
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8.

Wyrdznienie do nagrody im. Janiny Janikowej przyznawane przez Polskie Towarzystwo
Chemiczne za najlepsza pracg magisterska w 2008 roku.

7. Dzialalnos¢ dydaktyczna

Moja dziatalno§¢ dydaktyczna rozpoczeta sie w 2012 roku, z chwila podjecia

zatrudnienia w Zaktadzie Chemii Panstwowej Wyzszej Szkolty Zawodowej w Tarnowie:

jestem wspotautorem specjalnosci Chemia medyczna, ktéra znajduje si¢ w ofercie
uczelni od 2012 roku (do dzi$ najchg¢tniej wybierana specjalnosé),
prowadzitem/prowadz¢ zaj¢cia dydaktyczne dla studentow chemii i ochrony
srodowiska z: chemii fizycznej (wyklady, ¢wiczenia, laboratorium), informatyki
(wyktady, laboratorium), wstepu do modelowania molekularnego metodami chemii
kwantowej (laboratorium), komputerowo-wspomaganego projektowania lekow
(wyktady, laboratorium), statystyki i chemometrii w analityce chemicznej (wyktady,
¢wiczenia, laboratorium),

w dotychczasowej pracy naukowo—dydaktycznej bytem promotorem 14 prac
licencjackich na kierunku chemia oraz 1 na kierunku ochrona $rodowiska. Bylem
réwniez opiekunem naukowym w 1 pracy magisterskiej. Ponadto, bytem promotorem
pomocniczym w 2 zakonczonych przewodach doktorskich (2016, 2018) oraz jestem
promotorem pomocniczym w 2 nowych przewodach doktorskich (w ramach programu
InterDokMed),

w 2016 roku opiekowatem si¢ jednym studentem zagranicznym odbywajacym
praktyke w ramach programu ERASMUS+: Nicolas van der Mueren, Artesis Plantijn
University College, Antwerpia, Belgia (01-06.2016).

8. Dzialalnos¢ organizacyjna

Moja aktywno$¢ organizacyjna (podobnie jak dydaktyczna) skupia si¢ gltownie

w dziatalnosci na rzecz rozwoju Panstwowej Wyzszej Szkoly Zawodowej w Tarnowie:

od 2014 roku do chwili obecnej petni¢ funkcje Zaktadowego Koordynatora Programu
ERASMUSH,

od 2015 roku jestem cztonkiem Senatu Panstwowej Wyzsze] Szkoty Zawodowej
w Tarnowie,

w latach 2015-2019 bytem powotywany jako cztonek: Komisji Rekrutacyjnej (2016),
Komisji Konkursowej oceniajacej wnioski zlozone w ramach programu grantow
wewngetrznych PWSZ (2018, 2019), Komisji ds. Ewaluacji Naukowej Uczelni (2018),
od 2015 do chwili obecnej peli¢ funkcje Pelnomocnika Rektora ds. Badan
Naukowych (Kierownik Dzialu Badan Naukowych). W ramach tej dziatalnosci, od
2016 roku organizuj¢ Seminaria Naukowe odbywajacych si¢ w PWSZ w Tarnowie
(do chwili obecnej odbyto si¢ 7 spotkan), ktorych celem jest katalizowanie wspolpracy
naukowe]j otocznia przemystowo-biznesowego powiatu tarnowskiego z lokalnym
srodowiskiem naukowym,
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w 2016 roku bylem organizatorem Sesji Studenckich Kot Naukowych
LHInterdyscyplinarnosé badan naukowych jako droga do wielkich odkryé naukowych”
odbywajacej si¢ w Tarnowie 17.05.2016,

od 2017 roku rozwijam (peklnie funkcje¢ Redaktora Zarzadzajacego) czasopismo
naukowe Science, Technology and Innovation wydawane przez PWSZ w Tarnowie —
wdrazanie profesjonalnego systemu informatycznego Index Copernicus, administracja
strong internetowa czasopisma, indeksowanie w bazach danych, marketing naukowy.
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