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1. Imie i nazwisko.

Piotr Jakub Lipinski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Stopien naukowy doktora nauk chemicznych w zakresie chemii, Instytut Chemii i

2016 Techniki Jadrowej w Warszawie, tytut rozprawy: ,,Novel aspects of chiral QSPR
analysis”.
Tytut zawodowy magistra farmacji, Warszawski Uniwersytet Medyczny, tytut
2013 pracy: ,,Opracowanie i walidacja schematu przesiewu wirtualnego dla receptora

androgenowego".

3. Informacja
artystycznych.

0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub

Lata

Stanowisko Instytucja

2016 - obecnie

Adiunkt | Zaktad Neuropeptydow, Instytut Medycyny Do$wiadczalne;j i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa

2013-2016 Specjalista | Zaktad Neuropeptydow, Instytut Medycyny Do$wiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa
2012-2013 Mtodszy | Zespot Spektroskopii i Modelowania Molekularnego, Instytut

specjalista | Chemii Przemystowej im. Prof. I. Moécickiego, Warszawa

4. Omoéwienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

CyKI publikacji

Przedstawianym osiggnigciem jest cykl jedenastu (11) publikacji zatytutowany:

Modelowanie molekularne i analiza korelacyjna w poszukiwaniu lekéw przeciwbélowych oraz
przeciwnowotworowych.

Publikacje! sktadajace si¢ na cykl sg zestawione w ponizszej tabeli. Dla wygody omawiania sg one
uporzadkowane w trzech obszarach tematycznych.

Lp.

Punkty

Artykut IF MNiISW

Obszar I: Substancje przeciwbélowe - pochodne fentanylu

Lipinski, P.F.J. D<; Jaronczyk, M.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J.
H1 | <  Molecular dynamics of fentanyl bound to p-opioid 1.638 40
receptor. J. Mol. Model. 2019, 25, 144,

Lipinski, P.F.J. DX; Kosson, P.; Matalinska, J.; Roszkowski, P.;
Czarnocki, Z.; Jaronczyk, M.; Misicka, A.; Dobrowolski, J.Cz.;

and its derivatives for the o 1 -receptor. Medchemcomm 2019, 10,
1187-1191.

H2 | Sadlej, J. D}<I Fentanyl Family at the Mu-Opioid Receptor: | 3.267 100
Uniform Assessment of Binding and Computational Analysis.
Molecules 2019, 24, 740.
Lipinski, P.F.J. DX; Sziics, E.; Jaronczyk, M.; Kosson, P.; Benyhe,

H3 S.; Misicka, A.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Affinity of fentanyl 5 807 70

! Publikacje H1 i H9 zostaty opublikowane w czasopismach, ktore w ministerialnym wykazie czasopism nie s3
przypisane do kategorii nauki medyczne. Pozwolg sobie jednak zauwazy¢, ze podejmowane W nich kwestie

wpisuja si¢ w problematyke nauk medycznych (chemia medyczna, poszukiwanie lekow).
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Lp.

Artykut

IF

Punkty
MNiSW

Obszar I1: Substancje przeciwbélowe — peptydy opioidowe

H4

Adamska-Barttomiejczyk, A.; Lipinski, P.F.J.; Piekielna-Ciesielska,
J.; Kluczyk, A.; Janecka, A. <l Pharmacological Profile and
Molecular Modeling of Cyclic Opioid Analogues Incorporating
Various Phenylalanine Derivatives. ChemMedChem 2020, 15,
1322-1329.

3.124

100

HS

Tymecka, D. DX<; Lipinski, P.F.J.; Kosson, P.; Misicka, A. DX pB?-
Homo-Amino Acid Scan of p-Selective Opioid Tetrapeptide
TAPP. Molecules 2020, 25, 2461.

3.267

100

H6

Dyniewicz, J. D<; Lipinski, P.F.J. ><; Kosson, P.; Bochynska-Czyz,
M.; Matalinska, J.; Misicka, A. < Antinociceptive and Cytotoxic
Activity of Opioid Peptides with Hydrazone and Hydrazide
Moieties at the C-Terminus. Molecules 2020, 25, 3429.

3.267

100

H7

Matalinska, J. D4 (D; Lipinski, P.F.J. < (©; Kosson, P.;
Kosinska, K.; Misicka, A. In vivo, in vitro and in silico studies of
the hybrid compound AA3266, an opioid agonist/NK1R
antagonist with selective cytotoxicity. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21.

(D) - réwnorzedny pierwszy autor

4.556

140

H8

Matalinska, J. D<; Lipinski, P.F.J. D<; Kotlarz, A.; Kosson, P.;
Muchowska, A.; Dyniewicz, J. Evaluation of Receptor Affinity,
Analgesic Activity and Cytotoxicity of a Hybrid Peptide,
AWL3020. Int. J. Pept. Res. Ther. 2020, 26, 2603-2617.

1.500

40

Obszar 111 Substancje przeciwnowotworowe

H9

Kowalczyk, A. (D; Lipinski, P.F.J. O; Karon, K.; Rode, J.E.;
Lyczko, K.; Dobrowolski, J.Cz. DX; Donten, M.; Kaczorek, D.;
Poszytek, J.; Kawecki, R. D<; Lapkowski, M.; Malkowska, A.;
Grudzinski, I.P. DX; Nowicka, A.M. DX Enantioselective sensing
of (S)-Thalidomide in blood plasma with a chiral naphthalene
diimide derivative. Biosens. Bioelectron. 2020, 167, 112446.

(D) - réwnorzedny pierwszy autor.

10.257

200

H10

Halik, P.K. D<; Lipinski, P.F.J.; Mataliniska, J.; Kozminski, P.;
Misicka, A.; Gniazdowska, E. Radiochemical Synthesis and
Evaluation of Novel Radioconjugates of Neurokinin 1 Receptor
Antagonist Aprepitant Dedicated for NK1R-Positive Tumors.
Molecules 2020, 25, 3756.

3.267

100

H11

Fedorczyk, B.; Lipinski, P.F.J.; Tymecka, D.; Puszko, A.K.;
Wilenska, B.; Perret, G.Y.; Misicka, A. ><1 Conformational
latitude — activity relationship of KPPR tetrapeptide analogues
toward their ability to inhibit binding of vascular endothelial
growth factor 165 to neuropilin-1. J. Pept. Sci. 2017, 23, 445—
454,

1.969

20 “stara”
punktacja (w
roku publikacji),
70 ,,nowa”
punktacja 2019

D4 - autor korespondencyjny; (O - rownorzedny pierwszy autor.

Podsumowanie bibliometryczne prac cyklu habilitacyjnego:

Sumaryczny impact factor prac cyklu habilitacyjnego (z roku publikacji lub ostatni dostgpny) prac
wynosi 38.919.

Suma punktow ministerialnych prac cyklu habilitacyjnego (wg punktacji 2019) wynosi 1060.

Prace H1-H10 byly opublikowane w roku 2019 i 2020. Praca H11 ukazata si¢ w roku 2017.

Wedlug serwisu Scopus, na dzien 23.04.2021 prace H1-H11 byly cytowane 44 razy, w tym 22 razy
bez autocytowan.




Modelowanie molekularne i analiza korelacyjna w poszukiwaniu lekéw przeciwbélowych oraz
przeciwnowotworowych.

Wstep

Prezentowany cykl publikacji dotyczy poszukiwania nowych substancji czynnych w dwoch
obszarach terapeutycznych: leczenia bolu i leczenia chorob nowotworowych. Prace te powstaty jako
rezultat Kilku programow badawczych, w ktorych uczestniczylem lub uczestnicze jako czlonek
wieloosobowych (a nawet wielogrupowych) zespotéw badawczych. We wszystkich tych projektach
moim zadaniem byto zastosowanie metod in silico (modelowania molekularnego i analizy korelacyjnej)
do odpowiedzi na pytanie:

jakie sq prawdopodobne podstawy strukturalne danej aktywnosci?

Przez podstawy strukturalne rozumiem jakosciowe albo ilosciowe cechy struktury czasteczek
czynnych, badz komplekséw czasteczek czynnych i celow molekularnych, ktore majg decydujacy
wplyw na pewng mierzalng eksperymentalnie aktywnos¢.

AKktywnosci rozwazane w prezentowanych pracach byly zréznicowane. Badali$my wigzanie
receptorowe, zdolno$¢ inhibitora do hamowania oddziatywania miedzy dwoma biatkami, aktywnos¢
cytotoksyczng, a takze zdolno$¢ sensora elektrochemicznego do rozpoznawania enancjomerdow.
Zroznicowane byly takze cele molekularne i czasteczki czynne. Badane substancje byty zwigzkami
matoczasteczkowymi lub peptydami. Oddziatywaé miaty z receptorami p-opioidowymi (MOR), sigma-
1 (o1R), tachykininowymi NK1 (NK1R), neuropiling-1 (NRP-1), jak rowniez chiralnymi
naftalenodiimidami (NDI) - matoczasteczkowymi ,,receptorami” w sensorach woltamperometrycznych.

W swoich badaniach stosowatem wiele technik modelowania, a wérod nich:

o dokowanie molekularne (automatyczne i r¢czne),

e dokowanie ,,przez nadbudowe”,

e pelnoatomowg (klasyczna) dynamike molekularna,

e obliczenia kwantowo-chemiczne,

e obliczenia kwantowo-chemiczne typu Fragment Molecular Orbitals (FMO) z analizg rozktadu
energii oddziatywania par (pair interaction energy decomposition analysis, PIEDA),

e roznorakie analizy statystyczne (korelacje, analizg skupien, analizg sktadowych gléwnych etc.).

Zdajac sobie sprawe z ograniczen modelowania in silico, poszukiwatem prawdopodobnych
podstaw strukturalnych rozpatrywanych aktywno$ci. Wyniki modelowania traktuje¢ jako hipotezy, ktore
nalezy - o ile to mozliwe - skonfrontowa¢ z eksperymentalnymi danymi literaturowymi w celu ich
uprawdopodobnienia. Nawet jesli modelowanie nie pozwala uzyska¢ pewnosci co do przebiegu procesu,
modele i korelacje, ktore otrzymujemy, racjonalizujg wnioski wynikajace z nhaszych danych
eksperymentalnych i stanowiag uzyteczne zatozenia dla formutowania dalszych hipotez roboczych.
Dzigki temu umozliwiajg racjonalne poszukiwanie nowych czasteczek czynnych.

*k*k

W dalszym ciaggu autoreferatu omowie poszczegdlne prace (H1-H11) sktadajace sie na cykl
habilitacyjny. Pogrupowatem je w trzy obszary tematyczne, z czego pierwsze dwa dotyczg substancji
przeciwbolowych, trzeci za$ substancji przeciwnowotworowych.

Prace zwigzane z substancjami przeciwbdlowym chce podzieli¢ na dwie podgrupy. Pierwsza z
nich (H1-H3) dotyczy fentanylu i jego analogdéw, druga za$ (H4-H8) peptydéw opioidowych. Podziat
taki bedzie stosowny dla uwypuklenia mojej wiodacej roli w projekcie fentanylowym, gdzie méj wktad
nie ograniczat si¢ tylko do rozwigzania poszczegolnych problemow za pomoca technik in silico, lecz
polegatl réwniez na planowaniu czgsci eksperymentalnej badan.



Obszar I: Substancje przeciwbolowe - pochodne fentanylu (prace H1-H3)

Fentanyl (N-fenylo-N-[1-(2-fenyloetylo)piperydyn-4-ylo]propanoamid) nalezy do
najwazniejszych silnych srodkow przeciwbolowych stosowanych we wspotczesnym lecznictwie.
Zwiazek ten jest rdwniez prototypem szerszej klasy syntetycznych zwiazkoéw przeciwbolowych,
4-anilidopiperydyn, nazywanych czasami po prostu ,fentanylami” lub ,fentalogami” [1]. Wsrod
fentanyli znajdziemy substancje zatwierdzone do uzytku w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej, a takze
ciekawe zwiazki narzgdziowe. Mowa tu np. o najsilniejszych znanych zwiazkach przeciwbolowych jak
karfentanyl czy ohmefentanyl (nawet 10 000-20 000 razy silniejsze od morfiny), badz o ultrakrotko
dziatajacych analgetykach stosowanych w znieczuleniach, jak alfentanyl czy remifentanyl. Niestety,
fentanyl i fentalogi ciesza si¢ takze duza popularnos$cia jako $rodki odurzajace i odpowiadajg za liczne
zgony wynikajace z przedawkowania [2]. Problem jest na tyle powazny, ze w literaturze i prasie,
szczegolnie amerykanskiej, mowi si¢ o kryzysie opiodowym (opioid crisis) albo fentanylowej epidemii
(fentanyl epidemics) [3].

Struktura fentanylu stanowi rowniez produktywng inspiracje we wspotczesnych
poszukiwaniach innowacyjnych analgetykow. Szkielet czasteczkowy 4-anilidopiperydyny byt
stosowany do tworzenia wielocelowych substancji przeciwbolowych [1]. Niedawno wykorzystano go
takze do poszukiwania stronniczych agonist opioidowych [4] albo agonist opioidowych zaleznych od

pH [5].

Gdy rozwazamy fentanyle, czy to z punktu widzenia medycyny, farmakologii, toksykologii, czy
tez poszukiwania nowych lekow, fundamentalnym zagadnieniem jest kwestia, w jaki sposéb
oddziatywajq one ze swoim glownym celem molekularnym, czyli receptorem p-opioidowym (MOR)?
Proba odpowiedzi na to pytanie byta glowng motywacja podjecia prac opisanych w publikacjach
H1-H2.

Innym waznym problemem jest to, czy receptor u-opioidowy jest jedynym istotnym celem
molekularnym dla tej grupy zwigzkéw czynnych? Rozwazania nad tym zagadnieniem doprowadzity do
odkrycia powinowactwa fentanyli do receptora o1 (61R), co opisane jest w pracy H3.

H1. Lipinski, P.F.J. DX; Jaronczyk, M.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. >< Molecular dynamics of
fentanyl bound to p-opioid receptor. J. Mol. Model. 2019, 25, 144.

IF(2019) = 1.638, Pkty MNiSW(2019) = 40.

Moja rola w badaniach opisanych w H1 polegala na sformufowaniu probleméw badawczych, wykonaniu
dokowania automatycznego, wykonaniu dokowania recznego, analizie danych literaturowych dotyczgcych
mutagenezy receptora MOR, przeprowadzeniu symulacji dynamiki molekularnej, napisaniu skryptow w jezyku
Python do analizy wynikow symulacji, przeprowadzeniu analizy symulacji, przygotowaniu czesci ilustracji, oraz
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu.

Jak do tej pory brak jest eksperymentalnej struktury kompleksu fentanyl-MOR, wobec czego
odpowiedz na pytanie o sposob odziatywania (binding mode?) fentanylu z receptorem MOR musi zosta¢
uzyskana w wyniku modelowania molekularnego. Okoto 2014 roku, kiedy rozpoczynat si¢ opisywany
tutaj projekt badawczy, w literaturze dostepne byty predykcje kompleksu oparte o dokowanie do
starszych modeli homologicznych MOR. Postgp w technikach krystalizacji receptorow sprzezonych z
biatkiem G (GPCR) umozliwit rozwigzanie struktury receptora MOR zwigzanego z antagonistg (2012,

2 W tekécie referatu bede uzywaé wymiennie niektérych angielskich terminow wraz z ich polskimi
odpowiednikami, np. ,,binding mode” - ,,sposob oddziatywania” / ,,sposdb wigzania”, ,,scoring” — ,,ocena” /
~punktacja”, ,target” — ,,cel molekularny”, etc. Wydaje mi si¢, ze w tych (i innych) przypadkach: 1) nie ma
powszechnie przyjetych polskich termindéw, 2) w zargonie ,;modelarzy” terminy angielskie stosowane w
spolszczonych wersjach, 3) pozwoli to unikna¢ monotonii typu ,.taki sposob wiazania wiaze si¢ z ...”.
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[6]) 1 agonistg (2015, [7]). Dostgpnosé tych struktur pozwolita nam na uzyskanie pewniejszego wgladu
w potencjalne oddziatywania w porownaniu do predykcji z uzyciem modeli homologicznych.

Procedura majaca na celu ustalenie binding mode sktadata si¢ z dokowania i symulacji dynamiki
molekularnej (MD). Fentanyl dokowatem do nieaktywnej i aktywowanej struktury MOR za pomoca
programu AutoDock Vina [8]. Dodatkowe modele oddziatywania uzyskatem przez ,,reczne” dokowanie
liganda. Nastgpnie, wiele mozliwych konformacji kompleksu ligand-receptor (pochodzacych z
dokowania automatycznego i rgcznego) zostato poddanych petnoatomowym symulacjom MD (0
dhugosci co najmniej 500 ns), w celu sprawdzenia stabilnos$ci danej konfiguracji. Okazato sie, ze pozy
z dokowania automatycznego byty niestabilne podczas przebiegow MD. Pozy uzyskane rgcznie, po
pewnych przegrupowaniach w poczatkach symulacji, zbiegaty do stabilnej konfiguracji, wspolnej dla
symulacji z receptorem nieaktywnym i aktywowanym. Po poréwnaniu oddziatywan z dostgpnymi
danymi eksperymentalnymi (z mutagenezy receptora), przyjatem, ze jest to binding mode fentanylu w
receptorze MOR i poddano dalszym analizom (symulacje MD o dtugosci 1200 ns w trzech
powtorzeniach, w wariantach z nieaktywnym receptorem, z nieaktywnym receptorem w obecnosci
kationu sodu w miejscu allosterycznym oraz z aktywowanym receptorem).

Otrzymany w ten sposob binding mode, charakteryzuje si¢ a) oddzialywaniem protonowanej
grupy aminowej w pierscieniu piperydyny (pipNH*) z fancuchem bocznym Aspl47, b) orientacja
tancucha N-fenetylowego w kierunku wewnatrzkomorkowej czesci receptora oraz c) skierowaniem
tancucha propanoilowego w strong¢ zewnatrzkomorkowego fragmentu kieszeni wiazacej MOR. Poza
oddziatywaniem jonowym pipNH* --- Aspl47, kontakty fentanylu z receptorem majg charakter
hydrofobowy (szczegotowy diagram kontaktow, Rysunek 4 w H1). W przypadku obu gigtkich
podstawnikow, w symulacjach obserwowana byta pewna mobilno$é resztkowa (Rysunek 3 w H1).

Uzyskany binding mode fentanylu byt dla mnie punktem wyjscia do analizy porownawczej z
morfing. Sposéb oddzialywania z receptorem tego alkaloidowego agonisty MOR zostat ustalony w
analogiczny sposob jak w przypadku fentanylu. Dokowanie r¢czne i automatyczne daly w zasadzie
identyczne pozy morfiny, ktore byty stabilne w symulacjach MD. Uzyskane w ten sposob potozenie
morfiny w kieszeni wigzgcej] MOR (Rysunek 5 w H1) pokrywa si¢ (we fragmentach wspolnych dla obu
zwiagzkow) z potozeniem krystalograficznego liganda p-funaltreksaminy.

Przy poréwnaniu z binding mode fentanylu, okazuje si¢, ze oba ligandy zajmujg rozne
podprzestrzenie kieszeni wigzacej MOR (Rysunki 6-7 w H1). Gléwng cecha wspolng obu komplekséw
jest oddziatywanie jonowe protonowanych grup aminowych z Aspl47, a takze to, iz oba ligandy
kontaktuja si¢ z aminokwasami helis przezbtonowych TM3, TM5, TM6 i TM7 receptora. Z drugiej
strony zakres tych kontaktow jest zdecydowanie inny. Fentanyl polozony jest blizej TM3 i oddziatywa
az z 7 aminokwasami tej helisy (morfina jedynie z 4). ,,Smukla”, dtuga i gietka czasteczka fentanylu
sigga zarowno w glab kieszeni receptora, jak i kontaktuje si¢ z petlami zewnatrzkomorkowymi oraz
czes$cig N-koncowg receptora. Bardziej ,,zbita”, ,,masywna” i sztywna czasteczka morfiny tworzy wiecej
oddziatywan z helisa TMS5 i TM6.

Dalej, kompleksy MOR z oboma ligandami roznia sig, jesli chodzi o stany niektérych
kluczowych fragmentow receptora. Po pierwsze chodzi tu np. o stan rotameryczny Trp293, ktory to
aminokwas uwazany jest za sktadowa mikroprzetacznika uczestniczacego w aktywacji receptora [9—
11]. W symulacjach z morfing a takze bez obecnosci liganda w miejscu wigzgcym, tancuch boczny
Trp293 (Rysunki 8-9 w H1) przyjmowat stan rotameryczny (Xi/Xz) -70°/110°. W obecnosci fentanylu,
w trajektoriach obserwowatem dodatkowe rotamery, np. 180°/-110° (w symulacjach z aktywowanym
receptorem) lub 180°/110°.

Analiza symulacji MD wskazuje réwniez na roznicg w odlegtosci miedzy tancuchami bocznymi
Aspl47 i Tyr326 (Rysunek 12 w H1). W trajektoriach z fentanylem, srednia odlegtos¢ jest krotsza niz
w przypadku trajektorii bez liganda w miejscu wigzacym lub z morfing. Obserwuje si¢ takze



charakterystyczne uktady skupien w rozktadach kata dwusciennego X: Aspl47 w symulacjach w
poszczeg6Olnych wariantach (Rysunek 13 w H1). W przeciwienstwie do omowionych przed chwilg
wlasciwosci, hydratacja miejsca allosterycznego w poblizu Aspl14 (Rysunek 10 w H1) nie réznicuje
ligandow migdzy sobag, ani wzgledem symulacji bez obecnosci liganda.

Wskazane roznice pomigdzy kompleksami fentanyl-MOR i morfina-MOR moga —
hipotetycznie — odpowiada¢ za niektére réznice w dziataniu obu analgetykéw. Z jednej strony bowiem
oba zwiazki wigza si¢ do MOR z wysokim, nanomolowym powinowactwem. Oba sg silnymi agonistami
MOR i dajg bardzo silny efekt przeciwbolowy [1]. Z drugiej jednak strony, oba ligandy w réznym
stopniu sprzyjaja poszczegdlnym zdarzeniom w wewnatrzkomorkowych kaskadach sygnalowania
zwigzanych z aktywacja MOR (np. wiagzanie biatek G, fosforylacja, rekrutacja f-arestyn etc.) [12].
Cze$¢ z tych rozbieznych wiasciwosci moze wynikaé z roznicy w sposobach oddziatywania obu agonist
z MOR i/lub z réznic w przebiegu zmian konformacyjnych podczas aktywacji receptora w obecnosci
danej agonisty. W pracy H1 zidentyfikowalem kilka cech réznicujacych kompleksy, czy to po stronie
kontaktow miedzyczasteczkowych, czy tez po stronie konformacji aminokwaséw miejsca wigzacego.
Modyfikacja elementéw (np. w strukturach ligandow lub przez mutagenez¢ miejsca wigzgcego)
odpowiedzialnych za te cechy réznicujace mogtaby prowadzi¢ do interesujgcego eksperymentalnego
wgladu w procesy rozpoznania molekularnego i aktywacji receptorow MOR.

W momencie publikacji, praca H1 byta pierwsza i jedyna w literaturze predykcjg oddziatywan
fentanylu z MOR opartg o strukture krystalograficzna receptora, a takze pierwsza analiza komparatywna
oddzialywan fentanylu i morfiny.

H2. Lipinski, P.F.J. Ix<; Kosson, P.; Matalinska, J.; Roszkowski, P.; Czarnocki, Z.; Jaronczyk, M.;
Misicka, A.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Xl Fentanyl Family at the Mu-Opioid Receptor: Uniform
Assessment of Binding and Computational Analysis. Molecules 2019, 24, 740.

IF(2019) = 3.267, Pkty MNiSW/(2019) = 100.

Moja rola w badaniach opisanych w H2 polegata na sformutowaniu problemoéw badawczych, wyborze zwigzkéw
do zakupu oraz wspotwyborze zwigzkéw do syntezy, opisaniu zaleznosci SAR, wykonaniu dokowania oraz
symulacji dynamiki molekularnej, napisaniu skryptow w jezyku Python do analizy wynikéw symulacji,
przeprowadzeniu analizy symulacji, w tym analiz statystycznych, przygotowaniu ilustracji, redakcji danych
otrzymanych od wspétautoréw, wspétudziale w przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu oraz
korespondencji z redakcjg.

Kolejnym krokiem w opisywanym projekcie byta proba zrozumienia (w konteksScie
oddziatywan ligand-receptor) zaleznosci SAR dla szerszego zbioru fentanyli. Podj¢lismy wigc taczone
badanie eksperymentalno-teoretyczne fentanylu i grupy wybranych 20 pochodnych (w tym dwu
nowych; w puli byt takze jeden zwiazek, ktorego powinowactwa receptorowego do MOR nie opisano
weczesniej; Rysunek 1 w H2).

W czesci eksperymentalnej badan (in vitro) zespét wyznaczyt powinowactwo badanych
zwiazkow do receptora MOR. Motywacja do ponownego wykonania takich oznaczen dla opisanych juz
pochodnych byta che¢é uzyskania jednorodnego zestawu danych liczbowych — dane literaturowe
pochodza z réznych laboratoriow, sa zatem uzyskane wedtug réznych protokotow na przestrzeni wielu
lat.

W czgéci in silico, po pierwsze ustalono binding mode badanych zwiazkow (przez dokowanie i
symulacje MD). W przypadku wigkszosci pochodnych, sposéb oddziatywania z MOR byt podobny do
opisanego w pracy H1 mode 'u zwigzku wyjsciowego, fentanylu (Rysunek 2 w H2). Wydaje sie tez, ze
dla wiekszosci z badanych analogdéw, uzyskany w symulacjach binding mode bardzo dobrze odpowiada
eksperymentalnie obserwowanym powinowactwom i pozwala na racjonalne objasnienie zaleznoSci
SAR w kontekscie kontaktow miedzy ligandami a receptorem.




Okazato si¢ dalej, ze eksperymentalne powinowactwo fentanyli koreluje ilosciowo z objetoscig®
podstawnikow na szkielecie 4-anilidopiperydyny. Zalezno$¢ ta ma charakter dwuliniowy badz
paraboliczny (Rysunek 9 w H2). Wedlug niej, zwiazki o posredniej objetosci podstawnikow maja
optimum powinowactwa, natomiast zwigkszanie lub zmniejszanie tej objetosci powoduje spadki
wigzalnosci (zwraca uwage rozne nachylenie linii/ramion paraboli po obu stronach optimum). Wydaje
sig, ze dobrze koresponduje to z hydrofobowym charakterem wigkszosci oddziatywan w kompleksach
fentanyle-MOR. W przypadku tego typu kontaktow zarowno ,,niedopakowanie” (underpacking) jak i
,»przepakowanie” (overpacking) (sub)miejsca oddziatywania wigze si¢ z gorszym powinowactwem.

Drugim elementem analizy in silico bylo poszukiwanie charakterystyk receptora w
kompleksach z fentanylami (na podstawie symulacji MD), ktore moglyby réznicowaé poszczegdlne
pochodne w powigzaniu z ich struktura lub aktywnos$cia eksperymentalng. Rozpatrywatem tutaj
fluktuacje poszczegolnych helis (za pomoca miary sredniej kwadratowej fluktuacji, root mean square
fluctuaion, RMSF), zmienno$¢ katdéw torsyjnych kluczowych aminokwasow miejsca Wigzgcego,
zmienno$¢ odleglosci migdzy Aspl47 a Tyr326 oraz hydratacje Aspll14 i Tyr336. W obecnosci
poszczegolnych pochodnych, wigkszo$¢ z tych charakterystyk (RMSF helis, hydratacja, wigkszo$¢
katow torsyjnych) nie rdzni si¢ miedzy soba w statystycznie istotny sposob, lub nie ma prostego
powiazania tychze ze struktura lub aktywnoscia ligandow. Ciekawymi wyjatkami byly wartosci katow
torsyjnych X, Trp293, X, Trp133 oraz odlegto$¢ miedzy Aspl147 a Tyr326. Dla tych zmiennych data
si¢ zaobserwowac liniowa (cho¢ o $redniej sile) zaleznos¢ od objetosci podstawnikéw liganda (Rysunek
10 w H2).

Przyktadowo, w przypadku Trp293 korelacja taka oznacza, ze wigksze objetosciowo pochodne
,,Wypychaja” indol tryptofanu do utozenia blizszego prostopadtemu wzgledem osi helisy TM6, podczas
gdy w przypadku mniejszych analogéw tancuch boczny ,,zagina si¢” w strong miejsca wiazacego
(Rysunek 11 w H2). Zwazywszy na powszechnie przyjmowany udziat Trp293 w procesie aktywacji
receptora MOR, zalezno$¢ konformacji Trp293 od objetosci liganda moze by¢ wykorzystana (jako
hipoteza robocza) do projektowania zwigzkow probkujacych procesy aktywacji receptora.

Trzecim elementem moich badan in silico byto sprawdzenie, czy eksperymentalne
powinowactwo jest prawidtowo przewidywane przez scoring czternastu popularnych funkcji
oceniajacych. W przypadku zadnej z metod nie stwierdzono silnej zalezno$ci miedzy predykcija a
eksperymentem (wspotczynniki korelacji R < 0.30). Po wykluczeniu z korelacji niektorych punktow,
udato si¢ uzyska¢ poprawe wspotczynnikow statystycznych do dobrych wartosci, ale — bez
dodatkowych badan — trudno stwierdzié, czy nie wynika to po prostu z przypadkowego dopasowania.
Podjatem takze probe przeskalowania wspotczynnikow poszczegdlnych komponent funkcji oceniajacej
LUDI3 tak, aby odtwarzata ona dane eksperymentalne dla fentanyli, dzigki czemu uzyskatem korelacjg
z R=0.84. Niestety, walidacja na zewngtrznym zbiorze danych nie potwierdzila nawet elementarnej
mocy predykcyjnej takiej modyfikowanej funkcji oceniajgce;.

Podsumowujgc, w pracy H2 przedstawilismy jednorodne dane eksperymentalne o
powinowactwie fentanyli do MOR oraz wiarygodny model in silico oddziatywan tej grupy zwiazkow z
receptorem. Dodatkowo, znalaztem ciekawe ilo$ciowe zaleznosci miedzy charakterystykami ligandow
lub receptora pochodzacymi z symulacji MD a aktywnoscia ligandow. Stwierdzilem takze, ze badane
funkcje oceniajgce nie przewidujg prawidlowo powinowactwa fentanyli.*

% Chodzi tu o objeto$¢ ,,dynamiczng” uzyskang z przebiegobw MD i obliczen kwantowo-chemicznych. Wielko$é
taka uwzglednia gietko$¢ konformacyjng tancuchdéw oraz mobilnos¢ resztkowa ligandow w miejscu wigzacym, co
jest jej przewaga nad objetoscia ,,statyczng”.

4 Warto zauwazy¢, ze podczas trwania naszych badan, pojawilta sie znacznie bardziej udana w tym aspekcie proba
opisana przez Ellis i wsp. [58].



H3. Lipinski, P.F.J. DX; Sziics, E.; Jaronczyk, M.; Kosson, P.; Benyhe, S.; Misicka, A.; Dobrowolski,
J.Cz.; Sadlej, J. Affinity of fentanyl and its derivatives for the ¢ 1 -receptor. Medchemcomm 2019,
10, 1187-1191.

IF(2019) = 2.807, Pkty MNiSW/(2019) = 70.

Moja rola w badaniach opisanych w H3 polegata na wspét-sformutowaniu probleméw badawczych, wyborze
zwigzkow do zakupu, opisaniu zaleznosci SAR, wykonaniu dokowania oraz symulacji dynamiki molekularnej,
analizy wynikow symulacji, przeprowadzeniu analizy symulacji, przygotowaniu ilustracji, redakcji danych
otrzymanych od wspotautoréw, przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu oraz korespondencji z
redakcjq.

Badania opisane w pracy H3 tacza si¢ z pytaniem, czy receptor u-opioidowy jest jedynym
istotnym celem molekularnym fentanyli? Wiele substancji czynnych wiaze si¢ z wigcej niz jednym celem
molekularnym. Nierzadko, poza gtéwnym (pozadanym) targetem, leki maja pewne powinowactwo do
szeregu pomniejszych (wtornych) miejsc wiazacych, ktore odpowiadaja za niekorzystne efekty
uboczne, albo korzystng wielokierunkowos$¢ dziatania.

Mimo iz sam fentanyl znany jest juz przeszto 60 lat, temat wielocelowosci 4-anilidopiperydyn
nie wydaje si¢ doktadnie opracowany. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze fentanyl i medycznie
istotne analogi stosowane sg W bardzo niskich dawkach, w ktorych dziatanie przez inne niz MOR cele
molekularne (do ktérych majg stabe powinowactwo) jest mato prawdopodobne. Inne pochodne
otrzymywane byly w ramach prob optymalizacji powinowactwa do MOR lub aspektow
farmakokinetycznych/fizykochemicznych, wobec czego testowane byly glownie wobec MOR (ew.
innych receptoréw opioidowych).

Temat wielocelowosci jest jednak warty podjecia dla pelnego zrozumienia farmakologii i
toksykologii 4-anilidopiperydyn, a takze z punktu widzenia projektowania nowych lekoéw. W obiegu
czarnorynkowym znajduje si¢ wiele nieklasycznych pochodnych fentanylu. Ich farmakologia moze nie
ograniczac si¢ do wigzania z MOR. Osoby dtugotrwale przyjmujace opioidy rozwijaja takze tolerancje
na ich dziatanie. U narkomandéw wigze si¢ to z przyjmowaniem coraz wyzszych dawek. W duzych
stezeniach dziatanie na wtorne cele molekularne moze istotnie wplywac¢ na profil toksycznos$ci
narkotyku. Tego, ze nie sg to czyste spekulacje, dowodzi na przyktad niedawna praca Tschirharta i wsp.,
ktorzy ustalili, ze fentanyl blokuje kanaty hERG z ICso ~ 300 nM, a stezenie to jest osiggalne w
przypadku powaznego przedawkowania fentanylu [13].

W projekcie, w ktorym uczestniczytem, zwrociliSmy uwage na potencjalne oddziatywania 4-
anilidopiperydyn z receptorem o1 (61R), co wynikalo z nastepujacych faktow. Po pierwsze, wiele
analogéw fentanylu przypomina strukturalnie znane ligandy oiR. Po drugie, wyniki wstepnego
modelowania molekularnego uprawdopodabnialy mozliwo$¢ wystgpienia dos¢ silnych oddziatywan
niektorych pochodnych [14]. Dodatkowo, od strony farmakologii receptoréw, modulacja dziatania
receptoréw opioidowych przez o1R jest dobrze opisana [15]. Znany jest tez udzial 6i1R w dziataniu
niektorych narkotykow [16].

W starszej literaturze istnialy dwa doniesienia o niskim, lecz mierzalnym powinowactwie
fentanylu do o:R [17,18]. Brak bylo danych o innych pochodnych fentanylu. W celu uzupeknienia tej
luki przeprowadziliémy taczone badanie eksperymentalno-obliczeniowe fentanylu i 11 komercyjnie
dostepnych analogéw. Badania receptorowe potwierdzity umiarkowane powinowactwo fentanylu do
o01R (ICso ~ 5 uM). Okazato sie jednak, ze drobne modyfikacje strukturalne prowadza do znaczacej
poprawy wigzalno$ci. Trzy analogi wykazuja submikromolowe 1Cso:

o N-benzylfentanyl (krétszy o jedna jednostke -CH2- w N-podstawniku), 1Csp = 322 nM,
e p-fluorofentanyl (podstawnik fluorowy w pierscieniu anilidu), ICso = 495 nM,
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o 3-metylotiofentanyl (podstawnik metylowy pozycji 3 piperydyny oraz wymiana fenylu na
tiofen w N-podstawniku), 1Cso = 465 nM.

Stwierdzitem takze, ze wprowadzenie podstawnikéw hydroksylowych w pozycje B, ®, -1 jest dla
wigzania do 61R wysoce niekorzystne (1Cso > 10 uM). Zasadniczo niekorzystne jest takze podstawienie
4-aksjalne, i pochodne takie jak norkarfentanyl, remifentanyl czy alfentanyl majga bardzo stabe
powinowactwo, cho¢ np. sufentanyl wykazuje pewng poprawe w porownaniu do fentanylu.

Warto zauwazy¢, ze niektore trendy SAR w grupie przebadanych fentanyli sa rézne
(przeciwrownolegte) dla MOR i 61R. Przyktadowo, N-benzylfentanyl jest 400 razy stabszy od fentanylu,
jesli chodzi o wigzanie do MOR, natomiast 15 razy silniejszy jesli chodzi o wigzanie do o:R. Dalej,
podstawienie 4-aksjalne daje zazwyczaj silne agonisty p-opioidowe, ale zwiazki te majg bardzo stabe
powinowactwo do o1R.

W celu ustalenia sposobu oddziatywania fentanyli z 61R, modelowatem (dokowanie i symulacje
MD) kompleksy receptora z fentanylem, p-fluorofentanylem oraz N-benzylfentanylem. Symulacje
przewiduja, ze obie submikromolowe pochodne wigzg si¢ z 61R w sposob zblizony do binding mode 'u
zwigzku 4-IBP, dla ktorego kompleksu z receptorem sigma uzyskano struktur¢ eksperymentalng
(Rysunki 1-2 w H3). W ogdlnym zarysie proponowany sposob oddziatywania charakteryzuje si¢:

e 0ddzialywaniem jonowym protonowanego azotu piperydyny z tancuchem bocznym Glul72,

e skierowaniem pierscienia aromatycznego anilidu w kierunku helis 04 i a5 receptora,

o skierowaniem N-podstawnika w Kierunku struktury p-beczki tworzacej cz¢$¢ miejsca
wigzacego.

W przypadku fentanylu, dokowanie takze przewiduje zblizony sposob oddziatywania, ale w trakcie 3 z
5 symulacji dynamiki molekularnej wystartowanych z takiego potozenia, fentanyl przeptywa w inne
miejsce Kieszeni wigzacej i przyjmuje potozenie prostopadte do krystalograficznego potozenia 4-1BP.

Obserwacje z symulacji pasuja do danych eksperymentalnych. Potozenia farmakoforowych
elementow 4-IBP (pierScienie aromatyczne, protonowana amina) pokrywaja si¢ dos¢ dobrze z
potozeniami analogicznych podstruktur N-benzylfentanylu, stad wzglednie wysokie powinowactwo tej
pochodnej. Dhuzszy fentanyl rowniez jest w stanie wpasowac si¢ w taki binding mode, ale utozenie to
prawdopodobnie nie jest optymalne, a dodatkowo wymaga zamrozenia jednego wigzania wiecej (,,kara
entropowa”). Dotyczy to takze p-fluorofentanylu, ale tutaj podstawnik F w pozycji para zapewnia
dodatkowe oddzialywania, ktoére w pewnym stopniu mogg kompensowa¢ ,,kare entropowa”. Model
wyjasnia takze stabe powinowactwo pochodnych hydroksylowanych (brak dobrych partneréw do
oddziatywan dla grupy OH) oraz analogow podstawionych w pozycji 4-aksjalnej (sterycznie brak
mozliwosci przyjecia takiego podstawnika w binding mode podobnym do krystalograficznego).

Artykut H3 stanowi pierwsze eksperymentalne doniesienie na temat powinowactwa
pochodnych fentanylu do receptora o1. We wnioskach pracy stwierdzatem, ze struktura fentanylu moze
by¢ wykorzystana do poszukiwania nowych ligandéw o1R. Dalej, zaproponowatem, ze fentanyle moga
by¢ dobrym punktem wyjsciowym do tworzenia mieszanych ligandow o charakterze agonist
MOR/antagonist o1R. Zwigzki takie moglyby mie¢ interesujgce whasciwosci analgetyczne, poniewaz
antagonisty 1R wykazuja dziatanie przeciwbolowe w bolu neuropatycznym, dziataja Synergistycznie z
opioidami w wielu typach bélu, a takze wydajg si¢ zapobiega¢ powstawaniu tolerancji na opioidy i
niektorych dziatan niepozgdanych [19].

Trafno$¢ tej intuicji potwierdzity badania (niezalezne od naszych) opublikowane kilka miesiecy
pozniej przez naukowcow z firmy farmaceutycznej ESTEVE [20] oraz zesp6t Xiong et al. [21]. W obu
pracach zwiazki podobne do fentanylu (w podstawowej strukturze) lub powstate w wyniku hybrydyzacji
jego fragmentu z innym fragmentem organicznym, wykazywaty wysokie powinowactwo do MOR oraz
o1R, a takze pozadany profil funkcjonalny. Co bardzo wazne, in vivo, zwiazki te mialy obiecujace, silne
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wlasciwosci przeciwbolowe i lepszy profil dzialan niepozadanych w poréwnaniu do klasycznych
opioidow.
Poszukiwanie mieszanych ligandow MOR/6:R nalezy do moich planow naukowych na

najblizszg przyszto§¢. Moj projekt w tej tematyce uzyskal ostatnio finansowanie w ramach
wewnetrznego konkursu projektow badawczych IMDiK PAN.

*k*k

Prace H1-H3 powstalty w ramach realizacji grantu NCN OPUS ,Fentanylowe opioidowe
dopalacze: od molekularnego modelowania do badan in vitro” (Kierownik: prof. Joanna Sadlej). W tej
tematyce jestem wspoétautorem jeszcze 3 prac, ktorych nie przedstawitem jako sktadowych cyklu
habilitacyjnego:

e Lipinski, P.F.J.; Jaronczyk, M.; Ostrowski, S.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Conformation of
six fentanyls revisited. Comput. Theor. Chem. 2016, 1086, 18-24.

e Jaronczyk, M.; Lipinski, P.F.J.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. The FMO analysis of the
molecular interaction of fentanyl derivatives with the p-opioid receptor. Chem. Pap. 2017, 71,
1429-1443.

o Kurcinski, M.; Jaronczyk, M.; Lipinski, P.F.J.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Structural Insights
into o1 Receptor Interactions with Opioid Ligands by Molecular Dynamics Simulations.
Molecules 2018, 23, 456.

Poza tym nasze badania oraz prace innych autoréw dotyczace fentanyli, receptora sigma oraz ligandéw
wielocelowych MOR/61R opisatem w rozdziale (,,na zaproszenie™):

e Lipinski, P.F.J. D<; Szlics, E.; Jaronczyk, M.; Kosson P.; Benyhe, S., Misicka, A.; Dobrowolski,
J.Cz.; Sadlej, J. An excursion into secondary pharmacology of fentanyls with potential
implications for drug design: o1 receptor [w:] The Neuroscience of Anesthetics and Analgesics,
red. Victor Preedy, Academic Press (Elsevier), planowana publikacja w 2021 roku.

Obszar 1l: Substancje przeciwbolowe — peptydy opioidowe (prace H4-H8)

Poza fentanylem zajmowatem si¢ takze innymi zwigzkami przeciwbolowymi — peptydami
opioidowymi. Jest to bardzo szeroka grupa zwigzkow, zréznicowana zaréwno co do swojego
pochodzenia jak i budowy chemicznej. Peptydy opioidowe produkowane w o$rodkowym uktadzie
nerwowym sg endogennymi ligandami receptorow opioidowych. W organizmie odgrywaja role
hormonow i neuromodulatorow, uczestniczac w wielu procesach fizjologicznych, w tym w modulacji
odczuwania bolu [22]. Ich rola i struktura inspirowata powstanie wielu syntetycznych analogow [23],
ktore pierwotnie byty uzywane jako zwigzki narzedziowe, umozliwiajace zrozumienie fizjologicznej
roli receptorow opioidowych. Analogi syntetyczne odegraty takze znaczaca role w badaniach wymagan
strukturalnych dla ligandéw receptoréw opioidowych.

Zaproponowano rowniez zastosowanie peptydowych opioidow (gtéwnie syntetycznych) jako
lekow przeciwbolowych o potencjalnie lepszych wiasciwosciach farmakologicznych [24]. Co prawda,
przez wiele lat peptydy in genere nie byty uwazane za dobrych kandydatow na leki z powodu niskiej
biodostepnosci (staba przenikalno$¢ przez btony, szybki metabolizm przez endogenne peptydazy), ale
w ostatnich kilkunastu latach poglad ten przestat dominowa¢ [25-27]. Przyczynity si¢ do tego zaré6wno
postep w chemii peptydow, jak i pojawienie si¢ nowych trendow w farmakologii i farmacji:

e dzigki odpowiednim modyfikacjom strukturalnym mozliwe jest znaczace zwigkszenie
stabilnos$ci enzymatycznej oraz poprawa parametréow farmakokinetycznych,

e dzigki rozwojowi technologii postaci leku parenteralnego (np. nowoczesne systemy podajace),
drogi podania inne niz doustna niekoniecznie uwazane sa za nieakceptowalnie uciazliwe,
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e dzigki modularnej budowie peptydow i prostej metodologii syntetycznej, mozliwe jest
generowanie wielu analogow i szybkie ,,przeczesywanie” SAR,

e dzigki tejze modularnej budowie i tatwosci pdznej funkcjonalizacji (przez wigzanie peptydowe)
bioaktywne peptydy moga by¢ strukturami szkieletowymi dla r6znego rodzaju substancji
wielocelowych, wielofunkcyjnych biokoniugatow, np. radiofarmaceutykow do celowanej
terapii radionuklidowej [28].

Z tych i innych powodow peptydy, peptydomimetyki, koniugaty oparte na peptydach ciesza si¢
znaczacym zainteresowaniem we wspolczesnej chemii lekow. Swiadezy o tym m.in. fakt, ze w latach
2017-2019, okoto 15 % zatwierdzen (approvals) amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekow (FDA)
dotyczyto peptydow lub aminokwasow [29].

Badania nad peptydami przeciwbolowymi, w ktorych uczestniczytem, zwigzane byty z:

e badaniem SAR syntetycznych peptydéw opioidowymi z wykorzystaniem nienaturalnych
aminokwasow (prace H4 i H5),

e poszukiwaniem wielocelowych (opioidowo-antytachykininowych) zwigzkéw hybrydowych
taczacych fragmenty peptydowe lub peptydowe i organiczne (prace H6-H8).

H4. Adamska-Barttomiejczyk, A.; Lipinski, P.F.J.; Piekielna-Ciesielska, J.; Kluczyk, A.; Janecka, A.
<1 Pharmacological Profile and Molecular Modeling of Cyclic Opioid Analogues Incorporating
Various Phenylalanine Derivatives. ChemMedChem 2020, 15, 1322-1329.

IF(2019) = 3.124, pkty MNiSW/(2019) = 100.

Moja rola w badaniach opisanych w H4 polegata na wykonaniu dokowania, opisie SAR w kontekscie wynikow
dokowania, przeprowadzeniu analizy korelacyjnej oraz wykonaniu czesci ilustracji.

W zespole prof. Anny Janeckiej (Uniwersytet Medyczny w Lodzi) otrzymano cykliczny peptyd
0 sekwencji Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH, [30]. Zwiazkiem wyjsciowym do zaprojektowania tej
struktury byta endomorfina-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NHz). Omawiany cyklopeptyd jest agonista
opioidowym, charakteryzujacym si¢ wysokim powinowactwem receptorowym, stabilnoscig
enzymatyczng i silnym dziataniem przeciwbolowym in vivo po podaniu dokomorowym, a takze po
podaniu obwodowym.

W ramach badan majgcych na celu rozpracowanie zalezno$ci struktura-aktywnos¢ dla tego
zwigzku, zespot przygotowatl modyfikacje cyklopeptydu, w ktorych fenyloalanina w pozycjach 3 i 4
zostala wymieniona na B*-fenyloalaning (B3-Phe), homo-fenyloalanine (hPhe), B3-homo-fenyloalaning
(B%-hPhe) lub fenyloglicyne (PhGly). Zsyntezowano 8 nowych zwigzkow, ktore zostaty przebadane pod
katem powinowactwa do receptorow p-, 6- i k-opioidowych (skroty odpowiednio: MOR, DOR i KOR)
oraz pod katem =zdolnosci do aktywacji tych receptorow. Otrzymano zroéznicowany zestaw
powinowactw, §wiadczacy o tym, ze nawet tak mate zmiany strukturalne (dodanie/odjgcie/przesunigcie
jednej jednostki -CH>-) moga mie¢ spory wptyw na aktywnos¢ zwigzkow tej serii.

W celu racjonalizacji otrzymanego SAR w konteks$cie oddzialtywan z receptorem MOR
przeprowadzilem dokowanie molekularne i analiz¢ korelacyjna. Na podstawie dokowania uzyskatem
model oddziatywania Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH2z MOR przedstawiony na Rysunkach 2 i 3 w H4.
Oddziatywania peptydu z receptorem pogrupowatem wedlug kryterium przestrzennego w trzy miejsca
(sites). W ogolnym rysie cechowaty si¢ one:

e S1-oddziatywaniem jonowym grupy aminowej Tyr! z Asp147; wigzaniem wodorowym atomu
wodoru wigzania peptydowego Tyr!-D-Lys? z ugrupowaniem fenolowym Tyr148; licznymi
oddziatywaniami hydrofobowymi,
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e S2 — umiejscowieniem fancucha bocznego Phe® w zdefiniowanym wglebieniu utworzonym
przez kilka aminokwaséw helisy TM3 oraz petli ECL1 i ECL2; licznymi kontaktami
hydrofobowymi,

e S3 - potozeniem fancucha bocznego Phe* w poblizu zewngtrzkomorkowego ujscia miejsca
wigzacego, koto TM3, TM6, TM5 i TM7; licznymi kontaktami hydrofobowymi i trzema
wigzaniami wodorowymi.

Wedlug dokowania, modyfikacje obecne w analogach zwiazku wyjsciowego nie prowadza do
drastycznej zmiany calego binding mode i do analogéw mozna w zasadzie zastosowaé¢ schemat
trojmiejscowy (S1, S2, S3). Niemniej jednak obserwuje si¢ pewne zmiany w sposobie oddziatywania,
ktore moga racjonalnie wyjasni¢ obserwowany eksperymentalnie SAR. Co ciekawe, przewidywana
przez program dokujacy wolna energia wigzania do$¢ dobrze koreluje z eksperymentalnymi
wartoéciami stalych inhibicji dla nowych analogéow (R? = 0.73, Rysunek 6 w H4).

Modyfikacje w pozycji trzeciej znaczaco przesuwaja potozenie pierscienia aromatycznego w S2
i jednoczesnie prowadza do dos¢ duzych przegrupowan w miejscu S3. Modyfikacje w pozycji czwartej
nie wptywaja na oddzialywania miejsca S2 i prowadza do pewnych (cho¢ nieduzych) zmian w miejscu
S3. Sumarycznie odpowiada to eksperymentalnej obserwacji, ze modyfikacje w pozycji trzeciej majg
wigkszy (negatywny) wplyw na powinowactwo do MOR, podczas gdy pozycja czwarta jest bardziej
tolerancyjna.

Od strony receptora mozna to powigza¢ z tym, ze ksztalt miejsca S2 jest wzglednie dobrze
zdefiniowany przez tancuchy boczne aminokwasow, podczas gdy miejsce S3 ma sporo wolnej
przestrzeni wypetnianej przez rozpuszczalnik. Wobec tego miejsce S2 ma tylko pewna dopuszczalna
obj¢tos¢ partneréw oddziatywan, a miejsce S3 toleruje zmiany objetosci obecnego w nim ugrupowania.

Aby zweryfikowa¢ uzyteczno$é tego modelu jako$ciowego, siggnatem po starsze dane innych
analogow cyklopeptydu, ktore mialy rézne podstawienia w pier§cieniach aromatycznych pozycji 3 i 4.
Okazalo sie, ze w przypadku pozycji 3 mozna znalez¢ (pob)ilosciowa, paraboliczng zalezno$¢ miedzy
zmiang w objetosci fancucha bocznego, a powinowactwem (Rysunek 7 w H4). Dla pozycji 4, zgodnie
z moim modelem, obserwowano mate zmiany powinowactwa (w tym poprawe w przypadku niektorych
analogow).

Opisany przeze mnie w H4 model oddziatywan cyklopeptydu z MOR moze postuzy¢ do
racjonalnego planowania dalszych pochodnych Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NHa.

H5. Tymecka, D. D<; Lipifiski, P.F.J.; Kosson, P.; Misicka, A. > p2-Homo-Amino Acid Scan of p-
Selective Opioid Tetrapeptide TAPP. Molecules 2020, 25, 2461.

IF(2019) = 3.267, pkty MNiSW(2019) = 100.

Moja rola w badaniach opisanych w H5 polegata na wykonaniu dokowania, opisie SAR w swietle wynikow
dokowania, przeprowadzeniu analizy korelacyjnej, wykonaniu czesci ilustracji oraz wspotudziale w napisaniu
pierwszej i ostatniej wersji manuskryptu.

Celem pracy H5 bylo probkowanie SAR tetrapeptydu opioidowego TAPP (H-Tyr-D-Ala-Phe-
Phe-NH,), cechujacego si¢ wysokim i selektywnym powinowactwem do receptora p. W tym wypadku
zastosowano podejscie okreSlane jako ,,B%-homo-amino acid scan”, polegajace na zamianie
poszczegdlnych aminokwaséw w peptydzie na odpowiednie p2-homologi. W pracy zsyntezowano 10
nowych analogow (4 pozycje X 2 stereoizomery + 2 analogi z R/S-B?-homo-meta-tyrozyng w pozycji 1).
Zwiazki te zostaty przebadane pod katem powinowactwa do receptoréw MOR i DOR oraz pod katem
stabilnosci (odpornosci na proteolizg) w osoczu. Okazato sig, ze drobne zmiany strukturalne w TAPP
moga mie¢ bardzo duzy wptyw na powinowactwo do MOR.
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Aby zrozumie¢ SAR od strony oddzialywan peptyd-receptor, przeprowadzitem dokowanie
TAPP i jego analogéw do receptora MOR. Zwigzek wyjsciowy wigze si¢ z MOR w sposob podobny do
krystalograficznego binding mode peptydu DAMGO (H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Gly-ol). W szczegdlnosci
chodzi tu o nastgpujace cechy wspdlne:

e kanoniczne oddziatywanie jonowe protonowanej grupy aminowej Tyr! z Asp147,

e podobne potozenie (i kontakty) pierScienia aromatycznego oraz grupy hydroksylowej Tyr?,

e podobne potozenie (i kontakty) pierScienia aromatycznego Phe* we wglebieniu
odpowiadajacym miejscu S2 opisanym przy omawianiu pracy H4.

Sposrod cech roznicujacych oba peptydy, w TAPP pierScien aromatyczny Phe® polozony jest blisko
Asn127 i His319 (lokalizacja podobna do miejsca S3 opisanego przy omawianiu pracy H4). Dodatkowo,
C-koncowa grupa amidowa oddziatywa z Thr218 przez wigzanie wodorowe. Inne kontakty oraz
natozenie TAPP i DAMGO podane sg na Rysunkach 2 i 3 w HS.

Jesli chodzi o analogi TAPP, dokowanie przewiduje, ze przeprowadzone modyfikacje maja
znaczacy wptyw na binding mode. Szczegétowo przedstawione jest to na Rysunku 4 w H5 oraz w
tabelach materialow uzupetniajacych. Poza zachowaniem kanonicznego oddziatywania z Aspl47,
raczej nie da si¢ sformutowa¢ dla calej serii prostej, ogdlnej zaleznosci miedzy modyfikacjami
strukturalnymi a zmianami w oddziatywaniach peptyd-receptor. Brak jest takze korelacji migdzy
przewidywang przez program dokujacy energia swobodng wigzania a eksperymentalnym
powinowactwem.

Jakosciowa analiza sposoboéw oddzialywania pozwolita mi na wychwycenie ciekawego
powigzania potozenia pierScienia aromatycznego w pozycji 4 i powinowactwa. Dla najstabiej wigzacych
si¢ pochodnych, modelowanie przewiduje znaczace przesuni¢cie tego pierScienia wzgledem
krystalograficznego polozenia analogicznego pierscienia w DAMGO. Mozliwe jest nawet ujecie
ilosciowe w postaci réwnania korelacyjnego, gdzie zmienna modelujaca to wyrazone w angstremach
przesunigcie atomow pierscienia W zadokowanej pozie (w porownaniu do pozy krystalograficznej
DAMGO), a zmienng modelowang jest eksperymentalne powinowactwo analogow TAPP. Otrzymuje
sie powigzanie o do$¢ dobrym wspotczynniku R?=0.67 (Rysunek 5 w H5).

Aby sprawdzi¢, czy zalezno$¢ tego typu moze mieé moc eksplanacyjng takze poza zbiorem -
homologéw TAPP, zadokowatem do MOR 12 dodatkowych peptydow o ogolnej strukturze H-Tyr-Xxx-
Yyy-Phe-NH; i wykorzystatem przesuniecie pier§cienia w pozycji 4 (wzgledem krystalograficznego
potozenia DAMGO) do przeprowadzenia analogicznej analizy korelacyjnej. W tym zbiorze rowniez
dalo si¢ zaobserwowa¢ do$¢ dobrg zalezno$¢ (R? = 0.60, Rysunek 5 w H5), cho¢ nalezy zauwazy¢, ze
w zestawie obecne sa obserwacje typu ,,wysokiej dzwigni”®, co nakazuje ostrozno$¢ interpretacyjna.
Niemniej jednak, przy zachowaniu tego zastrzezenia, zalezno$¢ powinowactwa od przesunigcia
pierscienia w pozycji 4 (wg dokowania), moze stanowi¢ ciekawe narzedzie do dalszego projektowania
analogow TAPP lub szerzej peptydow opioidowych.

Wsréd nowosyntezowanych analogow TAPP szczegdlng uwage przykuwa para zwigzkow
majacych w pozycji 1 (S)-B?hTyr lub (S)-B*h-m-Tyr. Izomeria pozycyjna grupy hydroksylowej (pozycje
para i meta) wiaze si¢ tutaj z ponad 30-krotng r6znica w powinowactwie do MOR. Wedtug wynikow
dokowania odpowiada za to powstanie w przypadku pochodnej meta dodatkowego wigzania
wodorowego z grupg karbonylowg 11296 (Rysunek 6 w H5).

W pracy H5 udato mi si¢ zatem zastosowa¢ modelowanie molekularne i analize korelacyjng do
objasnienia niektérych aspektow SAR dla peptydu TAPP. Spostrzezenia jakoSciowe oraz model
korelacyjny mogg postuzy¢ do projektowania nowych peptydéw opioidowych.

® high-leverage — obserwacje o nietypowej warto$ci zmiennej modelujacej
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H6. Dyniewicz, J. DX; Lipinski, P.F.J. D<; Kosson, P.; Bochynska-Czyz, M.; Matalinska, J.; Misicka,
A. X Antinociceptive and Cytotoxic Activity of Opioid Peptides with Hydrazone and Hydrazide
Moieties at the C-Terminus. Molecules 2020, 25, 3429.

IF(2019) = 3.267, pkty MNiSW(2019) = 100.

Moja rola w badaniach opisanych w H6 polegala na przeprowadzeniu dokowan, opisaniu zaleznosci SAR W
kontekscie dokowania, przeprowadzeniu analizy korelacyjnej, przygotowaniu (wspédlnie z innymi autorami
korespondencyjnymi) pierwszej wersji manuskryptu oraz prowadzeniu (wspdélnie z innymi autorami
korespondencyjnymi) korespondencji z redakcjq.

Badania opisane w pracy H6 dotyczyly zwigzké6w hybrydowych, sktadajacych sie z elementow
farmakoforowych wiasciwych dla peptydow opioidowych (enkefalin, TAPP, endomorfiny-2) oraz
matoczasteczkowych antagonist NK1R. Motywacja do tworzenia takich hybryd jest udziat receptorow
NK1R oraz ich endogennego liganda, Substancji P (SP), w modulacji antynocycepcji. Wydaje sig, ze
jednoczesne aktywowanie receptorow opioidowych i blokowanie receptorow NKI1 pozwala na
uzyskanie silnego dziatania przeciwbolowego przy jednoczesnym ograniczeniu rozwoju tolerancji i
powstawania typowych dziatan niepozadanych opioidéw [31,32].

W pracy H6 analizowane byly nowe hybrydy opioidowo-antytachykininowe, w ktorych
sekwencje opioidowe zostaty potaczone z fragmentem 3,5-bistrifluorometylofenylowym za pomoca
ugrupowania N-acylohydrazonu lub N’-acylohydrazydu w celu zbadania wptywu takich modyfikacji na
wlasciwosci biologiczne. Uzyskane zwiazki charakteryzowaly si¢ zréznicowanym powinowactwem do
MOR, stabym powinowactwem do DOR oraz brakiem znaczacego powinowactwa do NKI1R. In vivo
nowe analogi mialy wzglednie silne dzialanie przeciwbolowe. Badania komorkowe wykazaty takze
dziatanie cytotoksyczne niektorych pochodnych na linie komorkowe czerniaka.

Wsrod ciekawszych danych SAR, ktére obserwowano w omawianym zbiorze hybryd, byto
m.in. to, ze:

o w przypadku pochodnych TAPP, C-koncowe podigczenie fragmentu organicznego
(nienaruszajace w zasadzie farmakoforowych elementow struktury) prowadzito do znacznego
spadku powinowactwa do MOR (wzglgdem zwigzku wyj$ciowego),

o w kilku wypadkach, w parach analogdéw opartych na strukturze N-acylohydrazonu lub N’-
acylohydrazydu, te ostatnie miaty nizsze powinowactwo do MOR.

W celu zrozumienia strukturalnego podtoza tych obserwacji, modelowatem badane zwigzki oraz ich
wyjéciowe analogi w miejscu wigzacym MOR. Poczatkowo (CO nie zostalo opisane w pracy H6)
probowalem ustali¢ binding mode analizowanych hybryd za pomocg typowej procedury dokowania
automatycznego. Otrzymywane w taki sposob modele oddzialywania byly sprzeczne z intuicjg oparta
na licznych danych eksperymentalnych dotyczacych innych ligandow MOR (z mutagenezy, SAR,
krystalografii). Przyktadowo, program dokujacy kierowal C-koncowy fragment organiczny gt¢boko do
wnetrza kieszeni MOR, za$ fragment N-koncowy na brzeg kieszeni receptora bez utworzenia
kanonicznego oddziatywania protonowanej grupy aminowej Tyr! z Aspl47. Zwazywszy na te
sprzeczno$¢, oraz na to, ze badane hybrydy sa zwiazkami dos$¢ duzymi, o znaczacej liczbie
wolnorotujacych wigzan, a kieszen wigzaca receptora MOR jest obszerna, przyjatem, ze otrzymane
sposoby oddziatywania sa artefaktami.

Wobec tego zastosowatem ,,dokowanie przez nadbudowg”. Podejscie to polega na:

e wybraniu (np. na podstawie danych z krystalografii, albo z dokowania automatycznego)
wiarygodnego modelu oddziatywania z receptorem dla gtownego fragmentu molekuty
(ligand-rodzic),

e recznym rozbudowaniu struktury liganda-rodzica w kompleksie o elementy dodatkowe
takie jak podstawniki, albo duze fragmenty,
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e przeprowadzeniu optymalizacji za pomoca algorytméw przeszukiwania lokalnego (local
search w programie AutoDock 4 [33]).

Taktyka taka pozwala na zawezenie przeszukiwania do racjonalnie uzasadnionej podprzestrzeni
mozliwych rozwigzan.

Wychodzac z eksperymentalnej struktury kompleksu DAMGO-MOR [34] (dla pochodnych
enkefalin) lub ze struktur pochodzacych z dokowania (np. w przypadku pochodnych TAPP; tutaj
modelowanie liganda-rodzica opisatem w pracy H5), zaproponowatem sposoby oddziatywania z
receptorem MOR dla naszych hybryd. Wedtug uzytej procedury, dobudowanie C-koncowego fragmentu
nie ma duzego wptywu na oddziatywania czeSci N-koncowej (opioidowej) z receptorem (Rysunki 4-6
w H6 oraz rysunki w materiatach uzupehiajacych). Zasadniczo obserwuje si¢ tylko delikatne
przesunigcia pozycji atomoéw w poréwnaniu do ligandow-rodzicow.

Co do czes$ci C-koncowej, w przypadku analogéw enkefaliny, obserwuje si¢ utworzenie
wigzania wodorowego miedzy Tyr148 a elementami ugrupowania hydrazonowego lub hydrazydowego
oraz szereg kontaktow migdzy grupa 3,5-bistrifluorometylofenylowa a receptorem, zréznicowanych
zaleznie od zastosowanego tgcznika (Rysunek 4 w H6). W przypadku analogow TAPP, dotgczenie na
C-kofcu fragmentu organicznego, powoduje strate jednego wiagzania wodorowego, co moze
odpowiada¢ spadkowi powinowactwa analogow do MOR w porownaniu do zwigzku wyjsciowego
(Rysunek 5 w H6). Z drugiej strony, modelowanie nie sugeruje prostego wyjasnienia, dlaczego w kilku
przypadkach pochodne N’-acylohydrazydu wiaza si¢ stabiej od analogicznych pochodnych N-
acylohydrazonu. Nalezy tez zauwazyc¢, ze brak jest korelacji miedzy szacowang przez program dokujacy
wolng energig wigzania a eksperymentalnymi danymi o powinowactwie.

Poza analizg sposobu oddzialywania nowosyntezowanych hybryd z receptorem MOR, mdj
wktad w badania opisane w H6 polegal takze na przeprowadzeniu analizy korelacyjnej dotyczacej
aktywnosci cytotoksycznej omawianych zwigzkéw. Motywacja do badania cytotoksycznosci naszych
hybryd byto ich potencjalne oddziatywanie z receptorem NKI1. W przypadku zar6wno agonist i
antagonist NKI1R opisany jest wptyw na proliferacje komoérek nowotworowych (odpowiednio
pozytywny i negatywny) [35]. Kilka z omawianych zwigzkow miato silng lub bardzo silng zdolnos¢ do
redukcji liczby komoérek czerniaka (in vitro). Badania receptorowe wykazaly jednakowoz, ze
zsyntezowane analogi cechuja si¢ bardzo niskim lub praktycznie zadnym powinowactwem do NK1R.
Wobec tego powstaje problem zrozumienia mechanizmu ich cytotoksycznosci.

Analiza korelacyjna nie wykazata zwigzku ilo§ciowego z powinowactwem do receptora MOR
lub DOR. Zaproponowatem wigc powigzanie wptywu na proliferacje komorkowa z lipofilowos$cia
badanych peptydow. Dla przeprowadzenia tej analizy, najpierw rozwazaliSmy, czy teoretyczny
deskryptor lipofilowosci (logP z programu ACD/ChemSketch [36]) odzwierciedla eksperymentalne
zachowanie badanych pochodnych. W tym celu przeprowadzono korelacje czasu retencji (w
chromatografii kolumnowej w odwroconym uktadzie faz) z logP. Po stwierdzeniu zgodnosci tych
parametréow (R? = 0.95, Rysunek 3 w H6) w badanym zbiorze, logP zostal uzyty jako zmienna
modelujgca przezywalno$¢ komorek nowotworowych czerniaka. Po wykluczeniu punktu odstajacego
uzyskano tutaj zalezno$¢ liniowa (o ujemnym wspotczynniku Kierunkowym) o wzglednie wysokim
wspodtezynnik determinacji, R? = 0.76 (Rysunek 9 w H6). Korelacja taka oznacza, ze im bardziej
lipofilowy jest zwigzek, tym silniejsza jest jego aktywnos$¢ cytotoksyczna.

Zalezno$¢ cytotoksycznosci od lipofilowos$ci sugeruje dzialanie cytotoksyczne w mechanizmie
niespecyficznym. Alternatywnie mozliwe jest, ze cytotoksycznos¢ wynika z oddziatywania z jakim$
celem molekularnym (np. wewnatrzkomoérkowym), ale dostep do takiego celu molekularnego
limitowany jest zdolnos$cig zwigzkoéw do przenikania przez btony.

Podsumowujac, w pracy H6 zaprezentowalem mozliwe modele oddziatywania grupy hybryd
opioidowo-antytachykininowych z receptorem p-opioidowym. Modele te uzyskatem, stosujac
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nietypowa strategi¢ dokowania — ,,dokowanie przez nadbudowe” - ktora w tym przypadku data wyniki
znacznie lepsze (w znaczeniu zgodno$ci z chemiczng intuicjg) niz typowe dokowanie automatyczne.
Wydaje si¢, ze strategia taka moze by¢ szczegoélnie przydatna w modelowaniu oddziatywan
kompleksow z receptorem duzych koniugatow i zwigzkéw wielocelowych (podejscie takie
zastosowalem p6zniej w H7 i H10). Drugim waznym wynikiem pracy H6 bylo stwierdzenie zalezno$ci
miedzy aktywnoscig cytotoksyczng hybryd a ich lipofilowoscig. Oba te elementy (modele i odkryta
zalezno$¢) pozwolg na racjonalne planowanie badan nad nowymi analogami omawianych hybryd.

H7. Matalinska, J. DXI(D); Lipinski, P.F.J. DA(®); Kosson, P.; Kosinska, K.; Misicka, A. In vivo, in vitro
and in silico studies of the hybrid compound AA3266, an opioid agonist/NK1R antagonist with
selective cytotoxicity. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 7738.

4 - autor korespondencyjny, (1) - réwnorzedny pierwszy autor.
IF(2019) = 4.556, pkty MNiSW(2019) = 140.

Moja rola w badaniach opisanych w H7 polegata na przeprowadzeniu dokowan, przeprowadzeniu symulacji
dynamiki molekularnej, przeprowadzeniu obliczen typu Fragment Molecular Orbitals (FMO), wspotuczestnictwie
w redakcji pierwszej i ostatniej wersji manuskryptu, oraz prowadzeniu (wspdlnie z drugim autorem
korespondencyjnym) korespondencji z redakcjg.

Badania opisane w pracy H7 dotyczyly zwiazku AA3266, ktory jest hybryda opioidowo-
antytachykininowa. Strukturalnie, zwigzek ten tagczy w sobie fragment enkefalinowy (Tyr-D-Ala-Gly-
Phe-...) z motywem N-karboksybenzylo-p-tryptofanu charakterystycznym dla matoczasteczkowych
antagonist NK1R. Badania in vivo i in vitro wykazaty bardzo korzystne wtasciwosci farmakologiczne
AA3266:

e wysokie powinowactwo do receptorow MOR i DOR, oraz do$¢ dobre powinowactwo do
NK1R,

e silne whasciwosci przeciwbolowe,

e wolniejszy rozwdj tolerancji przeciwbolowej niz w przypadku morfiny,

e brak rozwoju ,,zaparcia opioidowego” (w modelu zwierzecym),

e cytotoksycznos¢ selektywna wobec komorek nowotworowych (maty wptyw na komorki
prawidtowe).

Wobec powyzszego, AA3266 jest dobrym zwigzkiem wiodgcym dla poszukiwania lekow
przeciwbolowych do stosowania w bolach nowotworowych. Docelowy zwigzek charakteryzowatby sie
silnym efektem analgetycznym, bez typowych opioidowych dziatan niepozadanych, oraz dziataniem
antyproliferacyjnym wobec komoérek nowotworowych. W celu przygotowania kampanii
optymalizacyjnej AA3266, przeprowadzitem wszechstronne modelowanie komplekséw tej hybrydy z
receptorami MOR oraz NK1R. Metodyka modelowania obejmowata dokowanie molekularne (wedtug
omoOwionej w H6 strategii ,,dokowania przez nadbudowg”), pelnoatomowa dynamike molekularng oraz
obliczenia kwantowo-chemiczne typu FMO (Fragment-Molecular Orbitals) z analiza rozktadu energii
PIEDA (pair-interaction energy decomposition analysis) [37].

Dla uzyskania startowych konfiguracji kompleksow AA3266-MOR, dobudowalem fragment
antytachykininowy do struktury Tyr-D-Ala-Gly-Phe... w krystalograficznym kompleksie DAMGO z
receptorem MOR [34]. Dalej, kompleks ten optymalizowatem przez dokowanie lokalne jak w pracy H6.
W przypadku AA3266-NK1R, acylowany wariant substruktury antytachykininowej AA3266 byt
zadokowany (przez dokowanie automatyczne) do receptora, nastepnie najlepiej ocenione rozwigzanie
postuzyto do rozbudowy molekuty o fragment opioidowy, a tak powstaty kompleks byt optymalizowany
przez dokowanie lokalne. Najlepsze energetycznie pozy z dokowan lokalnych postuzyty jako punkt
wyjéciowy symulacji MD. Trajektorie zostaty potgczone, natozone na wspdlny punkt odniesienia i
poddane analizie skupien w celu opisania ruchomosci poszczegolnych fragmentéw AA3266.
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Wedlug MD, w poszczegolnych receptorach (MOR albo NKI1R) cze$¢ farmakoforowa
odpowiednia dla danego receptora charakteryzuje si¢ w zasadzie jednym stabilnym binding mode. W
przypadku AA3266-MOR, poza wykazujaca oddzialywania podobne do krystalograficznych
oddziatywan DAMGO-MOR, jest probkowana przez 72% czasu symulacji (analiza skupien przy
rozdzielczosci 1.4 A), a pozostate trzy znaczace skupienia zachowuja wazniejsze cechy skupienia
gtownego. W przypadku AA3266-NK1R, analiza skupien przy rozdzielczosci 1.0 A znajduje tylko
jeden binding mode. Dopiero zastosowanie rozdzielczoéci 0.8 A, ujawnia cztery pozy, ktore sg do siebie
dos$¢ podobne, jesli chodzi o ogdlny zarys oddziatywan.

Drugi, niefarmakoforowy dla danego receptora, fragment hybrydy cechuje si¢ w obu
receptorach duzg heterogennoscia poz obserwowanych w MD. Analiza skupien pozycji fragmentu -NH-
NH<-Z-D-Trp w kompleksie z MOR (przy rozdzielczosci 1.4 A) ujawnia az 9 skupien obecnych w od
2% do 11 % czasu analizowanych trajektorii. Podobnie w NK1R, fragment opioidowy przyjmuje 10
roznych pozycji (analiza skupien przy rozdzielczosci 1.4 A) obserwowanych w 2% do 17% czasu MD.
Rejestrowana tutaj heterogenno$¢ pdéz moze by¢ artefaktem wynikajacym z dosé¢ krétkich czasow
symulacji. Z drugiej strony, moze ona odzwierciedla¢ prawdziwa mobilnos¢ niefarmakoforowego
fragmentu umiejscowionego przy ujsciu kieszeni wigzacej receptora. Za tym drugim przemawiajg
pewne przestanki literaturowe z badan eksperymentalnych i obliczeniowych zwigzanych z receptorami
opioidowymi lub tachykininowymi.

Aby uzyska¢ szczegdtowy wglad w energie oddziatywan obserwowanych w poszczegdlnych
pozach w MD, struktury komplekséw reprezentatywne dla znalezionych skupien poddatem analizie
FMO-PIEDA na poziomie FMO-MP2/6-31G*/PCM. W wyniku takiej analizy uzyskuje si¢ catkowita
energi¢ oddziatywania (total interaction energy, TIE) bedaca sumg wktadow energii odzialywan
poszczegolnych par (pair interaction energy, PIE) fragment liganda - fragment receptora. Dodatkowo,
metodologia ta umozliwia rozklad energii na skladowe: elektrostatyczng, przeniesienia tadunku
(charge-transfer, CT), dyspersyjng i wymiany. Energie TIE uzyskiwane w obliczeniach FMO-PIEDA
stosuje sie jako estymaty energii oddzialywania ligandow z receptorem. Czgsto uzyskiwane sa dobre
korelacje [38,39], a szczegotowy opis charakteru oddziatywan w kompleksach umozliwia racjonalne
projektowanie nowych substancji czynnych [40]. Zastosowanie schematu FMO-PIEDA w
poszukiwaniu lekow jest podejsciem nowym i obiecujagcym, wobec czego postanowitem zastosowac je
do analizy komplekséw AA3266 z receptorami. O ile wiem, FMO-PIEDA nigdy nie byto stosowane do
modelowania bioaktywnych peptydow i hybryd opartych na peptydach.

W obu receptorach, oddzielnie rozwazatem cze$¢ opioidowa i antytachykininowa AA3266.
Zgodnie z intuicja, energia oddziatywania fragmentu opioidowego z MOR (Tabela 2 w H7) jest wigksza
(bardziej ujemna) niz energia oddzialywania fragmentu antytachykininowego z MOR (Tabela 4 w H7),
cho¢ ta druga moze osigga¢ nawet okoto ¢wierci wartosci tej pierwszej. W obu przypadkach, energetyka
zdominowana jest przez wktad sktadowych elektrostatycznych i CT.

Jesli chodzi o kompleksy z receptorem NKIR, energia oddziatywania czesci
antytachykininowej (Tabela 5 w H7) charakteryzuje si¢ znaczagcym wkladem wyrazu opisujacego
oddziatywanie dyspersyjne. Fragment opioidowy w NKI1R natomiast cechuje sie energiami
oddziatywania o duzym wktadzie ze strony oddziatywan elektrostatycznych i CT (Tabela 7 w H7). Co
niespodziewane, wedlug podejscia FMO-PIEDA, energie oddziatywania (niefarmakoforowego)
fragmentu opioidowego z NKIR sa nawet ponad dwukrotnie wigksze (bardziej ujemne) od energii
oddziatywan (farmakoforowego) fragmentu antytachykininowego z NK1R. Oczywiscie, takie energie
nie uwzgledniaja wielu czynnikow sktadajacych sie na entalpie swobodng wigzania, np. zmian entropii
czgsteczek rozpuszczalnika, zmian entropii konformacyjnej receptora i liganda etc. Wobec
przytoczonego nieintuicyjnego spostrzezenia, mozna jednak spekulowac, ze powinowactwo zwiazku
hybrydowego do NK1R mogtoby zosta¢ poprawione przez stosowne modyfikacje czeSci opioidowej
hybrydy, np. przez usztywnienie struktury tego fragmentu, ktore redukowatoby ,,kare entropowg”.
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Z drugiej strony, analiza konformacji hybrydy probkowanych podczas symulacji MD sugeruje,
ze zadanie takie moze by¢ utrudnione przez zupehie inne konformacje bioaktywne czeséci opioidowe;j
spotykane w symulacjach z MOR i z NK1R (Rysunek 10 w H7). Co ciekawe, czg$¢ antytachykininowa
w kompleksach z oboma receptorami przyjmuje konformacje znacznie bardziej do siebie zblizone.

Modelowanie przedstawione w pracy H7 jest pierwszg probag modelowania oddzialywania
hybrydowych zwigzkéw agonista MOR/antagonista NK1R w kompleksach z oboma receptorami
opisang w literaturze. Modelowanie takie jest bardzo wazne z punktu widzenia projektowania zwigzkow
wielocelowych, w przypadku ktorych ,,pogodzenie” wymagan farmakoforowych obu receptorow bywa
duzym wyzwaniem. Dalej, w pracy H7 — rowniez po raz pierwszy w literaturze - opisatem zastosowanie
metody FMO-PIEDA w analizie oddzialywan bioaktywnych peptydow.

H8. Matalinska, J. I\}<; Lipinski, P.F.J. D<; Kotlarz, A.; Kosson, P.; Muchowska, A.; Dyniewicz, J.
Evaluation of Receptor Affinity, Analgesic Activity and Cytotoxicity of a Hybrid Peptide,
AWL3020. Int. J. Pept. Res. Ther. 2020, 26, 2603-2617.

D1 - autor korespondencyjny.
IF(2019) = 1.500, pkty MNiSW(2019) = 40.

Moja rola w badaniach opisanych w H8 polegala na przeprowadzeniu dokowan, wspétuczestnictwie w redakcji
pierwszej i ostatniej wersji manuskryptu, oraz prowadzeniu (wspolnie z drugim autorem korespondencyjnym)
korespondencji z redakcjq.

W kolejnej z prezentowanych prac, H8, opisano peptyd AWL3020, bedacy hybryda opioidowo-
antytachykininows. Zwiazek ten zbudowany jest z fragmentéw analogow deltorfiny (Tyr-D-Ala-Phe-
His-Leu-Leu-Asp...) oraz pochodnych spantydu | (...D-Phe-Phe-D-Phe-Leu-Leu-NH,). Badania in
vitro i in vivo, wykazaty:

o wysokie powinowactwo AWL3020 do DOR oraz niskie powinowactwo do MOR i NK1R,

e dos¢ silne (ale stabsze niz morfina) dziatanie przeciwbolowe w zwierzgcym modelu bolu
ostrego,

e umiarkowang aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec komoérek nowotworowych (lecz
nieselektywna wzgledem komorek prawidlowych).

Wydaje si¢ wige, ze AWL3020 moze by¢ zwigzkiem wiodagcym w poszukiwaniu peptydowych
analgetykéw z dodatkowym dziataniem przeciwnowotworowym. Korzystna bytaby jednak poprawa
powinowactwa do receptorow NKI oraz uzyskanie selektywno$ci cytotoksycznosci. Przyszte
modyfikacje struktury peptydu nie powinny negatywnie wplywaé na wysokie powinowactwo do DOR.
Wobec tego postanowitem zasugerowaé sposob oddziatywania AWL3020 z DOR za pomocg
modelowania molekularnego.

Na podstawie wynikoéw dokowania molekularnego, zaproponowatem prawdopodobny binding
mode peptydu. Wedhug tej propozycji AWL3020 taczy sie¢ z DOR przez wprowadzenie cze$ci N-
koncowej do kieszeni wigzacej receptora. Kompleks stabilizowany jest przez oddzialywanie
protonowanej grupy aminowej Tyr! z Asp128 i szereg oddziatywan hydrofobowych miedzy receptorem
a peptydem (Rysunki 3 i 4 w H8). Oddziatywania AWL3020 rozniag si¢ od oddzialywan
krystalograficznego liganda DIPP-NH,, ktorego kompleks z receptorem DOR poznany jest
eksperymentalnie. O ile w obu przypadkach obecne jest kanoniczne oddziatywanie protonowana grupa
aminowa --- Asp128, pozostale kontakty sg inne. Przyktadowo, Phe®* w AWL3020 usytuowane jest koto
TMS5, podczas gdy w DIPP-NH; odpowiadajacy pier§cien aromatyczny skierowany jest do TM3.

Binding mode AWL3020 =zaprezentowany w pracy H8 stanowi wazng informacje
wspomagajacg proces optymalizacji tego zwiazku.
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Obszar 111: Substancje przeciwnowotworowe (prace H9-H11)

W pracach H9-H11 zajmowatem si¢ substancjami przeciwnowotworowymi, dziatajacymi w
r6znych mechanizmach. Przedmiotem tych publikacji byty:

- talidomid (H9)

- radiofarmaceutyki oparte na strukturze aprepitantu, majace na celu selektywne dostarczanie
terapeutycznych lub diagnostycznych radionuklidow do nowotwordéw nadekspresjonujacych receptory
tachykininowe NK1 (H10),

- peptydowe zwigzki antyangiogenne, inhibitory oddziatywania neuropiliny-1 z czynnikiem wzrostu
srodbtonka naczyniowego (H11).

H9. Kowalczyk, A. (D); Lipinski, P.F.J. (D; Karon, K.; Rode, J.E.; Lyczko, K.; Dobrowolski, J.Cz. D<;
Donten, M.; Kaczorek, D.; Poszytek, J.; Kawecki, R. DX; Lapkowski, M.; Malkowska, A.; Grudzinski,
I.P. D<; Nowicka, A.M. XX Enantioselective sensing of (S)-Thalidomide in blood plasma with a
chiral naphthalene diimide derivative. Biosens. Bioelectron. 2020, 167, 112446.

(D) - réwnorzedny pierwszy autor.

IF(2019) = 10.257, pkty MNiSW(2019) = 200.

Moja rola w badaniach opisanych w H9 polegata na przeprowadzeniu dokowan, obliczen kwantowo-chemicznych,
przygotowaniu niektorych ilustracji oraz wspotudziale (Wraz z innymi autorami) w przygotowaniu pierwszej i
ostatecznej wersji manuskryptu.

Badania opisane w pracy H9 odbiegaja od pozostatych publikacji prezentowanych w cyklu
habilitacyjnym. Nie mamy tutaj do czynienia z typowymi zagadnieniami z zakresu poszukiwania
nowych lekow, ale raczej z szeroko rozumiang chemia lekow przeciwnowotworowych.

W trakcie projektu (wykonywanego przez wiele grup z roéznych os$rodkow) dotyczacego
chiralnych naftaleno- oraz perylenodiimidow (odpowiednio NDI oraz PDI), okazato sig, ze niektore z
syntezowanych pochodnych majg wlasciwosci potprzewodnikowe umozliwiajgce zastosowanie ich do
konstrukcji sensoréw woltamperometrycznych substancji chiralnych. Badania analityczne udowodnity,
ze sensor na bazie zwigzku (R)-NDI-1 (Schemat 1 w H9) umozliwia enancjoselektywne,
bezrozdziatowe (separationless), ilosciowe oznaczenie (S)-talidomidu ((S)-TD) w roztworach, w tym w
probkach osocza szczurzego. Sensor taki ma potencjalnie bardzo duze znaczenie praktyczne,
Zwazywszy na znang teratogennos$¢ enancjomeru S, racemizacje talidomidu w roztworach oraz na to, ze
lek ten jest wspotczesnie stosowany w terapii niektorych nowotworow i tragdu [41]. Trwaja tez badania
nad zastosowaniem w innych obszarach terapeutycznych.

Moim zadaniem byla proba zaproponowania mozliwej podstawy strukturalnej
enancjoselektywnego rozpoznania izomeréw talidomidu. Zadanie takie nalezy w pewnym sensie do
beznadziejnie skomplikowanych, poniewaz brak jest jakichkolwiek wskazowek strukturalnych co do
tego, jak moze wyglada¢ kompleks odpowiadajacy za rozpoznanie molekularne na granicy faz roztworu
i elektrody modyfikowanej chiralnym selektorem. Ilo§¢ mozliwych kombinacji jest olbrzymia, gtéwnie
z powodu mozliwych ulozen wielu czasteczek selektora. Zdajac sobie z tego sprawe, przyjatem
jednakowoz upraszczajace zatozenie, ze powstanie sygnatu W sensorze wynika z oddziatywania 1:1
czgsteczek selektora i selektandu. Nawet w takim przypadku liczba mozliwych geometrii takiego
kompleksu jest bardzo duza. Dla zbadania zagadnienia zaproponowatem — do$¢ nowatorskie® —
podejécie polegajace na zastosowaniu dokowania i obliczen kwantowo-chemicznych. Jest ono o tyle

6 Nie znam zadnych prac w literaturze stosujacych podobne podejécie. Ogotem, literatura dotyczaca modelowania
rozpoznania chiralnego w sensorach jest raczej skapa.
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nietypowe, ze dokowanie molekularne (w programie AutoDock [33]) jest stosowane prawie wylacznie
do badania komplekséw biatek z matymi czgsteczkami organicznymi.

W pierwszym kroku wygenerowatem ponad 400 konformerow ,,receptora” NDI-1. Konformery
te zostaly uzyte jako ,,szytwne receptory” do dokowania obu enancjomeréw talidomidu (w uprzednio
wygenerowanych kilku konformacjach). Wyniki tych prawie 5000 symulacji zostaly pogrupowane w
skupienia (,,poklastrowane”), a nastgpnie okolo 2000 kompleksow kazdego enancjomeru z
»receptorem”, poddatem optymalizacji kwantowo-chemicznej na poziomie B3LYP/6-31G** z
zastosowaniem, lub bez zastosowania, empirycznej poprawki Grimma na oddziatywania dyspersyjne
GD3. Po odfiltrowaniu zdublowanych kompleksow, obliczytem populacje wedtug rozktadu Maxwella-
Boltzmanna dla temperatury pokojowej. Dalszej analizie poddatem kompleksy, ktorych udziat w
populacji wynosit co najmniej 1%. Dla tychze wyznaczytem energie oddziatywania. Uwzglednitem btad
superpozycji bazy przez poprawke siedmiopunktowa (seven point) [42].

Okazato sie, ze najstabilniejszy kompleks (R)-NDI-1 --- (S)-TD jest stabilniejszy od
najstabilniejszego kompleksu (R)-NDI-1 --- (R)-TD o 2.1 kcal/mol. Podobng r6znicg¢ energetyczng
wida¢ dla komplekséw (S)-NDI-1 --- (R)-TD i (S)-NDI-1 --- (S)-TD. Bardzo dobrze odpowiada to
uzyskanym danym eksperymentalnym.

Strukturalnie, kompleksy selektor-selektand (Rysunek 4 w H9) sg stabilizowane przez dwa
wigzania wodorowe pomiegdzy sulfonamidem receptora i ugrupowaniem glutarimidowym talidomidu.
Dodatkowo, enancjomer S talidomidu (w parze z enancjomerem R ,receptora”), tworzy oddziatywania
n-t 1 m-wolna para elektronowa. Wydaje sie, ze z powodu nieznacznej réznicy w Kksztalcie
enancjomerow talidomidu, niemozliwe jest utworzenie kompleksu ze wszystkimi tymi oddziatywaniami
jednoczesénie w przypadku drugiego enancjomeru selektandu.

Model oddziatywania talidomidu z chiralnym naftalenodiimidem opisany w pracy H9, pomimo
swojego wstepnego charakteru, jest wartosciowym punktem wyjécia dla projektowania nowych
sensorow chiralnych. Wydaje sie takze, ze udalo mi si¢ zaproponowal interesujace podejscie
metodologiczne do badania rozpoznania chiralnego w sensorach, taczace dokowanie molekularne
(mechanika molekularna) i obliczenia kwantowo-chemiczne. Z pewnoscig ta propozycja rowniez ma
charakter wstepny, i wymaga glebszego opracowania w kwestiach, np.

e uwzgledniania kompleksow selektor-selektand innych niz 1:1,

e uwzgledniania wspoétudziatu rozpuszczalnika,

e stosowania odpowiednich pdl sitowych w dokowaniu (lub opracowania nowych),
e zbadania wptywu poziomu teoretycznego na wyniki,

e oraz walidacji zastosowania prospektywnego.

Mam nadziej¢ w niedalekiej przysztosci podjac si¢ opracowania czgséci z wymienionych aspektow.

H10. Halik, P.K. D; Lipinski, P.F.J.; Matalinska, J.; Kozminski, P.; Misicka, A.; Gniazdowska, E.
Radiochemical Synthesis and Evaluation of Novel Radioconjugates of Neurokinin 1 Receptor
Antagonist Aprepitant Dedicated for NK1R-Positive Tumors. Molecules 2020, 25, 3756.

IF(2019) = 3.267, pkty MNiSW/(2019) = 100.

Moja rola w badaniach opisanych w H10 polegata na wykonaniu dokowania, opisie i interpretacji SAR w
kontekscie wynikow dokowania oraz wykonaniu czesci ilustracji.

Badania opisane w pracy H10 dotyczg poszukiwania radiofarmaceutykéw do terapii
radionuklidowej celowanej w receptor NK1. Zwigzki tego typu moga mie¢ potencjalne zastosowanie
do diagnostyki i terapii glejaka wielopostaciowego. Ogélng strukture takich radiofarmaceutykéw mozna
przedstawi¢: wektor — tgcznik — chelator z radiometalem. Jako fragment wektorowy stosowana jest
zazwyczaj (pod)struktura silnie wiazacego si¢ liganda danego celu molekularnego. Kluczowym
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problemem w projektowaniu radiofarmaceutykow jest charakter i dlugosé¢ tacznika, oraz miejsce jego
przytaczenia do struktury wektora. Docelowy radiobiokoniugat musi charakteryzowaé si¢
odpowiednimi wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz utrzymaniem wysokiego powinowactwa do
targetu. Realizacja tego drugiego warunku moze by¢ nieraz bardzo trudna, zwazywszy na to, ze
zazwyczaj silne ligandy maja zoptymalizowang strukture, w ktérej nie ma elementéw zbegdnych, oraz
to, ze rozbudowa molekuty o dalsze elementy moze np. prowadzi¢ do niekorzystnych zawad
sterycznych w miejscu oddziatywania.

W celu rozwigzania takiego problemu w ramach konsorcyjnego projektu wykonywanego przez
grupe z Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie oraz nasz zesp6t (IMDiK PAN),
zsyntezowano koniugaty aprepitantu (silnego antagonisty NK1R) z r6znymi tacznikami i chelatorami
przytaczonymi poprzez azot pierscienia triazolinonowego. Zwiazki zostaty wyznakowane metalami i
poddane charakterystyce fizykochemicznej. Dodatkowo, zbadano powinowactwo pigciu analogéow do
receptora NK1R (pochodzenia szczurzego). Wszystkie zwiazki wigzaly si¢ stabiej z NKIR w
porownaniu do zwigzku wyjsciowego, ale w przypadku jednego analogu, spadek wigzalno$ci byt tylko
okoto pigciokrotny.

Chcac zrozumie¢ eksperymentalne powinowactwo naszych zwigzkéw w kontekscie
oddzialywan ligand-receptor, modelowatem kompleksy koniugatéw aprepitantu z receptorem NKI.
Podobnie jak w pracach H6 i H7, przyjatem, ze rozbudowa molekuty na koncu skierowanym w strone
ujécia miejsca wigzacego nie powinna drastycznie zmieni¢ oddziatywan fragmentu zlokalizowanego w
glebi kieszeni wigzgacej. Zastosowalem wiec ponownie procedure ,,dokowania przez rozbudowe”.
Punktem startowym byty struktury, w ktorych do krystalograficznej pozycji aprepitantu w NKI1R [43]
dobudowatem odpowiednie fragmenty zsyntezowanych analogow.

Dokowanie potwierdzito, ze obecno$¢ linkera i chelatora (DOTA) w strukturze koniugatow
aprepitantu nie wptywa na wigkszo$¢ oddziatywan, ktore obserwujemy w strukturze krystalograficznej
(Rysunek 5w H10). Wyjatkiem sa kontakty pier§cienia triazolinonowego. W krysztale ugrupowanie to
tworzy dwa wigzania wodorowe z Glul93 i Trp184 (Rysunek 6 w H10). Funkcjonalizacja przez jeden
Z atomow azotu uniemozliwia powstanie pierwszego z tych oddziatywan, oraz wymaga przesunigcia
pierScienia wzglgdem potozenia w strukturze krystalicznej, co uniemozliwia powstanie drugiego z
wymienionych oddziatywan.

Wydaje sie, ze zmiana ta moze thumaczy¢ spadek powinowactwa wszystkich koniugatow w
poréwnaniu do aprepitantu. To, ze jest on rozny w przypadku poszczegolnych analogéow wynika
prawdopodobnie z tego, ze linker i chelator mogg tworzy¢ dodatkowe oddziatywania z receptorem, ktore
czesciowo kompensujg strate kontaktow poprzez pierscien triazolinonowy. Dokowanie wskazuje, iz w
przypadku kazdego analogu oddzialywania fragmentow linker-chelator sg rézne pod wzglgdem
partnerdéw i charakteru kontaktow. Biorac pod uwage to, ze maja one miejsce blisko ujscia kieszeni
wiazacej, czyli w miejscu duzej ekspozycji na rozpuszczalnik, poszczegdlne oddziatywania wnosza
zapewne pozytywny lecz maty wktad do energii oddziatywania, ktoremu negatywnie przeciwdziata
,,kara entropowa” za zamrozenie wigzan linkera.

W zwigzku z obserwowang krystalograficznie gietkosciag niektorych aminokwaséw w poblizu
zewnatrzkomorkowego ujs$cia miejsca wigzacego NK1R, przeprowadzitem jeszcze dokowanie lokalne
z uwzglednieniem gietkosci tancucha bocznego Glu193 i His197. WyniKki tej procedury byly w zasadzie
identyczne z wynikami oméwionymi powyzej. Obserwowatem jedynie nieznaczne rotacje gietkich
tancuchow wzgledem struktury krystalograficznej. Jesli chodzi o szacowang przez program dokujacy
entalpi¢ swobodna wigzania, nie znalaztem korelacji migdzy eksperymentalnym powinowactwem a
przewidywaniami funkcji oceniajacej, ani w przypadku dokowania gigtkiego ani sztywnego.

Modele kompleksow NKIR z koniugatami aprepitantu opisane w pracy H10 umozliwia
racjonalne projektowanie ulepszonych radiofarmaceutykow celowanych w receptor NK1.
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H11. Fedorczyk, B.; Lipinski, P.F.J.; Tymecka, D.; Puszko, A.K.; Wilenska, B.; Perret, G.Y.; Misicka,
A. DX Conformational latitude — activity relationship of KPPR tetrapeptide analogues toward
their ability to inhibit binding of vascular endothelial growth factor 165 to neuropilin-1. J. Pept.
Sci. 2017, 23, 445454,

IF(2017) = 1.969, pkty MNiSW/(2017) = 20 (,,stary” system punktacji w roku publikacji; 70 ,,nowych”
punktow w 2019)

Moja rola w badaniach opisanych w H11 polegata na przeprowadzeniu analizy korelacyjnej, wykonaniu symulacji
dynamiki molekularnej i napisaniu skryptow do analizy symulacji.

W pracy H11 opisano seri¢ peptydowych inhibitoréw oddziatywania pomigdzy neuropiling-1
(NRP-1) a czynnikiem wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF-A). Inhibitory NRP-1/VEGF-A
hamujg angiogeneze [44], w zwigzku z czym rozwaza si¢ zastosowanie ich w terapii
przeciwnowotworowej [45]. Praca H11l byla czescig szerszej kampanii badania SAR tego typu
inhibitorow, w ramach ktorej zespot prof. Aleksandry Misickiej-Kesik na Uniwersytecie Warszawskim
zsyntezowat, zbadat i opisat wiele interesujacych analogéw ([46,47,56,48-55]; jestem wspotautorem
czegsci z tych prac).

Nowosyntezowane analogi miaty strukture H-Lys-tacznik-Arg-OH, gdzie tacznik to dwa a-
aminokwasy z grupy: Pro, Ala, Gly, lub jeden w-aminokwas: Ava (kwas 5-aminowalerianowy) lub Ahx
(kwas 6-aminokapronowy). Celem badania byto ustalenie wptywu ruchomosci tacznika na aktywnos¢
inhibicyjna.

Uszeregowanie nowych zwiazkow (z klasycznymi a-AA) pod wzglgdem eksperymentalnej sity
inhibicji byto zgodnie z intuicyjnym uszeregowaniem tych analogéw pod wzgledem ich swobody
konformacyjnej. Ujatem to iloSciowo, tworzagc model korelacyjny, w ktorym aktywno$¢ hamujgca byta
modelowana za pomocg spektroskopowych deskryptorow swobody konformacyjnej fancucha glownego
aminokwasow (Rownanie 1 w H11). Wyliczone z réwnania aktywno$ci bardzo dobrze korelowaty z
danymi eksperymentalnymi (R? = 0.97). Wobec tego, mozna powiedzie¢, ze im bardziej gietki tacznik,
tym nizsza jest aktywnos¢ inhibicyjna, a takze: gigtkos¢ pozycji 3 ma wigkszy wptyw na aktywno$¢ niz
gietkos¢ pozycji 2.

Aby zrozumie¢ strukturalne podstawy takiej zaleznosci, modelowatem kompleksy inhibitorow
z NRP-1. Pierwsze proby polegaty na zastosowaniu dokowania molekularnego (te proby nie zostaty
opisane w pracy H11), ale uzyskane predykcje nie pasowaty ani do naszych danych eksperymentalnych,
ani do literaturowych wskazoéwek co do oddziatywan inhibitor/NRP-1 pochodzacych z mutagenezy czy
badan NMR.

W zwiazku z tym, biorac pod uwage:

e ewidentng zaleznos$¢ aktywnosci badanych inhibitorow od gigtkosci tancucha gtéwnego w
Iaczniku,

o fakt, iz miejsce wiazace na powierzchni NRP-1 jest mocno eksponowane do rozpuszczalnika,

e to, ze W krystalograficznym kompleksie tuftsyna-NRP-1 [57], czgs¢ struktury tuftsyny jest
nierozwigzana, a inne elementy maja wysokie wspoétczynniki B,

hipotetyzowatem, ze badane inhibitory mogg w trakcie oddziatywania z NRP-1 zachowywa¢ znaczaca
ruchomos¢. Modelowatem wiec kompleksy peptyd/NRP-1 z zastosowaniem dynamiki molekularnej.
Obraz uzyskany w symulacjach byt zgodny z zaproponowang hipotezag. W trakcie przebiegow MD
peptydy probkowaty wiele mozliwych kombinacji kontaktéw z NRP-1, utrzymujac jednakze (przez
zdecydowang wigkszo$¢ czasu) oddziatywanie z biatkiem (Rysunki 2 i 3 w H11).

Z wykorzystaniem autorskich skryptéw klastrujacych, dokonatem analizy trajektorii, w ktorej
uogolnitem i pogrupowatem obserwowane kontakty poszczegdlnych aminokwaséw peptydu z biatkiem.
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Czestosci indywidualnych klastrow zdarzen wiazacych (binding events) badz ich kombinacji
probowatem dalej korelowac ilosciowo (badz jakosciowo) z obserwowang aktywnos$cig. Ustalitem tutaj,
Ze po pierwsze, im czesciej C-koncowa arginina przyjmuje W MD zestaw kontaktow opisany jako R1,
tym wyzsza jest aktywno$¢ inhibicyjna, przy czym korelacja ta jest raczej przecietna (R?= 0.55, wyrazne
punkty odstajace, Rysunek 4A w H11). Po drugie, czestos¢ kontaktow N-koncowej lizyny (suma
zdarzen K1 i K2) jest zwigzana z aktywnoS$cig inhibicyjng w sposob paraboliczny (R? = 0.92, Rysunek
4B w H11) — istnieje pewne optimum taczace si¢ z wysoka aktywnoscig inhibicyjng. Wnioskowatem
zatem, ze zwiazek aktywnosci z czestosciami binding events jest kombinacja tych zaleznosci.

Analizujac miejsce oddziatywania na powierzchni NRP-1, dostrzegtem, ze dookota wglgbienia
przyjmujacego argining inhibitora mamy do czynienia z anizotropowym roztozeniem tadunkéw
czastkowych dostepnych dla oddziatywan (Rysunek 6 w H11). Ladunki ujemne eksponowane sg
glownie na ,,poinoc” oraz ,,potludniowy wschod” od wglebienia, podczas gdy tadunek dodatni znajduje
si¢ wylacznie na ,,poludnie”. Najlepszymi partnerami dla oddziatywania z natadowanymi grupami
aminowymi N-koncowej lizyny sa fragmenty ,,potnocne”, wobec czego tacznik powinien umozliwiaé
skierowanie lizyny na ,,péinoc”. Wydaje si¢ wiec, ze aktywno$¢ naszych inhibitorow jest wypadkowa
trzech, cze¢Sciowo sobie przeciwstawnych, tendencji:

e C-koncowa arginina ,,chce” by¢ zanurzona we wglebieniu, gdzie optymalnie oddziatywa z
Asp320 oraz Ser346 i Thr349,

e N-koncowa lizyna ,,chce” stykaé si¢ zaminokwasami na ,,p6tnoc” od wglebienia,

e lgcznik, ktory raczej nie wchodzi w oddzialywania kierunkowe z biatkiem, ,,chce”
probkowac swoja przestrzen konformacyjna.

Jesli peptyd ma zaré6wno utrzymaé argining we wglebieniu, jak i oddziatywaé przez lizyne z
,pOnocnymi” aminokwasami, musi ograniczy¢ rotacje tacznika. I odwrotnie, jesli tacznik bedzie
swobodnie rotowac, zrywane beda albo kontakty lizyny (ktora bedzie kierowac si¢ takze w inne niz
,,poinocne” regiony powierzchni NRP-1), albo optymalne kontakty argininy.

Modelowanie przedstawione w pracy H11l umozliwitlo strukturalne wyjasnienie
obserwowanych aktywnosci. Od strony aspektow metodologicznych pozwole sobie zauwazyé, ze
zaproponowany tutaj przeze mnie dynamiczny model oddziatywania liniowych peptydéw z NRP-1
zostal nastgpnie produktywnie zastosowany do obja$niania aktywno$ci inhibitoréw w kilku kolejnych
pracach z moim udziatem [51-55] lub tez przez innych autorow [49]. Zar6wno wiec szczegdlowe
wyniki uzyskane w tej pracy, jak i przedstawiony model w ogdlno$ci stanowig wartosciowe narzedzie
do racjonalnego projektowania nowych inhibitorow NRP-1/VEGF-A.

Poza pracg H11, jestem wspotautorem pigciu prac dotyczacych inhibitorow NRP-1/VEGF-A:

e Fedorczyk, B.; Lipinski, P.F.J.; Puszko, A.K.; Tymecka, D.; Wilenska, B.; Dudka, W.; Perret,
G.Y.; Wieczorek, R.; Misicka, A. Triazolopeptides Inhibiting the Interaction between
Neuropilin-1 and Vascular Endothelial Growth Factor-165. Molecules 2019, 24, 1756.

e Tymecka, D.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Fedorczyk, B.; Wilenska, B.; Sura, K.; Perret,
G.Y.; Misicka, A. Branched pentapeptides as potent inhibitors of the vascular endothelial
growth factor 165 binding to Neuropilin-1: Design, synthesis and biological activity. Eur. J.
Med. Chem. 2018, 158, 453-462.

o Tymecka, D.; Lipinski, P.F.J.; Fedorczyk, B.; Puszko, A.; Wilenska, B.; Perret, G.Y.; Misicka,
A. Structure-activity relationship study of tetrapeptide inhibitors of the Vascular Endothelial
Growth Factor A binding to Neuropilin-1. Peptides 2017, 94, 25-32.

e Grabowska, K.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Laskowska, A.K.; Wilenska, B.; Witkowska, E.;
Perret, G.Y.; Misicka, A. Structure-activity relationship study of a small cyclic peptide H-c[Lys-
Pro-Glu]-Arg-OH: a potent inhibitor of Vascular Endothelial Growth Factor interaction with
Neuropilin-1. Bioorg. Med. Chem. 2017, 25, 597-602.
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Grabowska, K.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Laskowska, A.K.; Wilenska, B.; Witkowska, E.;
Misicka, A. Design, synthesis and in vitro biological evaluation of a small cyclic peptide as
inhibitor of vascular endothelial growth factor binding to neuropilin-1. Bioorganic Med. Chem.
Lett. 2016, 26, 2843-2846.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnig¢ w ramach cyklu habilitacyjnego

W pracach zawartych w cyklu habilitacyjnym:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

(H1) przedstawitem pierwszy w literaturze model oddziatywania fentanylu z receptorem MOR
z wykorzystaniem struktury krystalograficznej receptora,

(H1) przedstawitem pierwsza w literaturze analize porownawcza oddziatywan fentanylu i
morfiny z receptorem MOR (z wykorzystaniem struktury krystalograficznej receptora),

(H2) opracowatem wiarygodny model oddziatywania szerszej grupy fentanyli z receptorem
MOR, a takze odkrylem zaleznosci migdzy charakterystykami ligandéw Iub receptora
pochodzacymi z symulacji MD a aktywnoscig ligandow,

(H3) opisatem po raz pierwszy w literaturze wigzanie pochodnych fentanylu do receptora o1,
oraz przedstawitem mozliwy model oddziatywan tychze zwigzkow z o1R,

(H4) opracowatem model oddziatywania zwigzku Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: i jego
analogow z receptorem MOR (model trojmiejscowy),

(H5) przedstawilem strukturalne podstawy trendow w powinowactwie do MOR dla p2-homo-
aminokwasowych pochodnych peptydu TAPP,

(H6) wyjasnitem (w kontekscie oddziatywan ligand-receptor) trendy w powinowactwie do
MOR dla hybryd opioidowo-antytachykininowych opartych na strukturze N-acylohydrazonu i
N’-acylohydrazydu,

(H6) zaproponowatem powigzanie aktywnosSci cytotoksycznej wymienionych w poprzednim
punkcie hybryd z ich lipofilowoscia,

(H7) opracowatem model oddziatywania zwigzku hybrydowego AA3266 z receptorami MOR
i NK1R, ktéry postuzy do optymalizacji tego zwigzku wiodacego,

(H7) przedstawitem po raz pierwszy w literaturze zastosowanie obliczen FMO do modelowania
oddzialywan z receptorami zwigzkow hybrydowych,

(H8) opisatem prawdopodobny model oddziatywania bifunkcyjnego zwigzku AWL3020 z
receptorem DOR, ktéry postuzy do optymalizacji tego zwigzku wiodacego,

(H9) zaproponowatem model rozpoznania enancjomeréw talidomidu przez pochodng
naftalenodiimidu,

(H10) przedstawitem model oddziatywania radiofarmaceutykow opartych na aprepitancie z
receptorem tachykininowymi NK1,

(H11) zaproponowatem dynamiczny model oddziatywania liniowych peptydow z neuropiling-
1 i wyjasnitem zalezno$¢ miedzy gietkoscia struktury tacznikowej a ich powinowactwem.
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Wykaz skrotow

a-AA a-aminokwas

AA aminokwas

Ahx kwas 6-aminokapronowy

Ava kwas 5-aminowalerianowy

CT przeniesienie fadunku (charge transfer)

DAMGO peptyd H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Gly-ol

DOR receptor 5-opioidowy

DOTA kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-N,N',N",N"'-tetraoctowy

FMO obliczenia kwantowo-chemiczne metodg Fragment Molecular Orbitals

GPCR receptor sprze¢zony z biatkiem G (G-protein coupled receptor)

ICso stezenie substancji wykazujace potowe maksymalnego efektu inhibicyjnego (half-

maximal inhibitory concentration)

KOR receptor k-opioidowy

MD dynamika molekularna (molecular dynamics)

MOR receptor pu-opioidowy

NDI naftalenodiimid

NK1R receptor tachykininowy NK1

NRP-1 neuropilina-1

PIE energia oddziatywania pary (pair interaction energy)

PIEDA analiza rozktadu energii oddziatywania par (pair interaction energy decomposition
analysis)

PDI perylenodiimid

SAR zalezno$ci struktura-aktywnos¢

o1R receptor o1

SP substancja P

(S)-TD (S)-talidomid

TAPP tetrapeptyd H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH,

TD talidomid

TIE calkowita energia oddziatywania (total interaction energy)

™ helisa przezblonowa (transmembrane helix)

VEGF-A czynnik A wzrostu $rodbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor A)
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowg albo artystycznag
realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej.

5.1. Podsumowanie dorobku naukowego
Moj dorobek naukowy obejmuje:

36 prac w czasopismach ze wspolczynnikiem IF (z czego w 14 pracach jestem autorem gtownym lub
korespondencyjnym; 27 z tych publikacji ukazato si¢ po tym, jak uzyskatem stopien doktora),

1 prace naukowg bez IF (artykut polski z punktami MNiSW),

6 rozdzialow w monografiach (w tym 4 w podrgcznikach akademickich),
1 uzyskany patent,

19 prac popularnonaukowych.

Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji z dnia 23.04.2021: 116.587 (w tym po doktoracie:
90.500)

Sumaryczny 5-letni Impact Factor publikacji po doktoracie (z dnia 23.04.2021): 92.194

Sumaryczne punkty MNiSW wszystkich publikacji z dnia 23.04.2021 (wg punktacji MNiSW z 2019
roku): 3350 (w tym po doktoracie: 2580)

Liczba cytowan oraz indeks Hirscha (H) (stan na 23.04.2021) wg ponizszej tabeli:

Web Of Science Scopus Google Scholar
Indeks H 9 9 11
Cytowania 198 205 243
Cytowania bez 144 149 -
autocytowan

5.2. Staz podoktorski / wspolpraca z Zespotem Struktury i Dynamiki Makrouktadow,
Uniwersytet Wroctawski.

W potowie stycznia 2020 roku rozpoczatem staz podoktorski w Zespole Struktury i Dynamiki
Makrouktadéw (Uniwersytetu Wroctawski), kierowanym przez dr. hab. Jarostawa Panka (w ramach
projektu NCN: HARMONIA 2016/22/M/ST4/00226). Tematyka podejmowang w trakcie stazu miato
by¢ modelowanie aktywnosci i struktury enzyméw w fazie gazowej. Niestety, rozwoj pandemii
koronawirusa COVID-2019 w marcu 2020 roku i nastgpnych miesigcach, oraz zwigzane z tym
ograniczenia rzadowe, uniemozliwity normalny przebieg stazu. Dzigki jednak mozliwosci ,,zdalnego”
wykonywania badan in silico, moje uczestnictwo w tym projekcie i wspotpraca z Zespotem byty nadal
mozliwe. Po roku trwania badan, w dniu sktadania referatu, przygotowywane sa manuskrypty dwoch
publikacji.

5.3. Wspolpraca z grupa prof. Sandora Benyhe (Institute of Biochemistry, Biological Research
Centre, Hungarian Academy of Sciences, Szeged, Hungary).

W ramach wspotpracy z grupa prof. Sandora Benyhe rozwijam tematyke oddziatywan 4-
anilidopiperydyn z receptorami o1. Pierwsze doniesienie z tego zakresu zostato opublikowane w 2019
roku, w opisanej w referacie pracy H3.
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Dalej, w wyniku tej wspotpracy, przygotowatem rozdzial do monografii ,,The Neuroscience of
Anesthetics and Analgesics” pod redakcja prof. Victora Preedy’ego, planowanej do wydania w 2021
roku przez Academic Press (Elsevier):

o Lipinski, P.F.J. D<; Sziics, E.; Jaronczyk, M.; Kosson P.; Benyhe, S., Misicka, A.; Dobrowolski,
J.Cz.; Sadlej, J. An excursion into secondary pharmacology of fentanyls with potential
implications for drug design: ol receptor [w:] Preedy, V. (red.), The Neuroscience of
Anesthetics and Analgesics, Academic Press (Elsevier), planowana publikacja w 2021 roku.

W pazdzierniku 2019, odbytem krotka wizyte badawcza (short scientific stay) w laboratorium
prof. Benyhe w Szegedzie. Podczas tego pobytu wyglositem seminarium instytutowe pt.
,Computational and experimental studies on fentanyls”.

5.4. Wspolpraca z Pracownig Peptydow, Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski.

Od wielu lat wspolpracuje z Pracowniag Peptydow, Wydzialu Chemii, Uniwersytetu
Warszawskiego (grupa prof. Aleksandry Misickiej). Tematyka wspotpracy obejmuje modelowanie
inhibitorow oddzialywania pomiedzy neuropiling-1 (NRP-1) a czynnikiem wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF-A). W ramach tej wspoOtpracy powstata praca H11 oraz kilka innych publikaciji:

e Fedorczyk, B.; Lipinski, P.F.J.; Puszko, A.K.; Tymecka, D.; Wilenska, B.; Dudka, W.; Perret,
G.Y.; Wieczorek, R.; Misicka, A. Triazolopeptides inhibiting the interaction between
neuropilin-1 and vascular endothelial growth factor-165. Molecules 2019, 24.

e Tymecka, D.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Fedorczyk, B.; Wilenska, B.; Sura, K.; Perret,
G.Y.; Misicka, A. Branched pentapeptides as potent inhibitors of the vascular endothelial
growth factor 165 binding to Neuropilin-1: Design, synthesis and biological activity. Eur. J.
Med. Chem. 2018, 158, 453-462.

o Tymecka, D.; Lipinski, P.F.J.; Fedorczyk, B.; Puszko, A.; Wilenska, B.; Perret, G.Y.; Misicka,
A. Structure-activity relationship study of tetrapeptide inhibitors of the Vascular Endothelial
Growth Factor A binding to Neuropilin-1. Peptides 2017, 94.

e Grabowska, K.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Laskowska, A.K.; Wilenska, B.; Witkowska, E.;
Perret, G.Y.; Misicka, A. Structure-activity relationship study of a small cyclic peptide H-c[Lys-
Pro-Glu]-Arg-OH: a potent inhibitor of Vascular Endothelial Growth Factor interaction with
Neuropilin-1. Bioorganic Med. Chem. 2017, 25.

e Grabowska, K.; Puszko, A.K.; Lipinski, P.F.J.; Laskowska, A.K.; Wilenska, B.; Witkowska, E.;
Misicka, A. Design, synthesis and in vitro biological evaluation of a small cyclic peptide as
inhibitor of vascular endothelial growth factor binding to neuropilin-1. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2016, 26, 2843-2846.

Dalej, bytem wspotautorem wniosku grantowego NCN OPUS , Radioizotopowo znakowane
peptydomimetyczne inhibitory kompleksu VEGF/NRP-1 do obrazowania patologicznej angiogenezy
zwigzanej z wczesnymi stadiami formowania si¢ nowotworow ztosliwych”, ktory zostat ztozony przez
kierownika Pracowni i uzyskat finansowanie w 2020 roku. Obecnie uczestnicze w tym projekcie jako
wykonawca.

Dodatkowo, zaangazowalem si¢ w inny nurt badan Pracowni, dotyczacy syntezy i zastosowania
niekanonicznych aminokwasow. W ramach tych badan modeluje oddzialtywania peptydow
modyfikowanych przez niekanoniczne aminokwasy z receptorami. Owocem tej pracy jest m.in.
publikacja H5 opisana w referacie. Kolejne manuskrypty sg na etapie przygotowania (na dzien sktadania
autoreferatu).
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5.5. Wspolpraca z prof. Joanng Sadlej, Narodowy Instytut Lekow w Warszawie.

W latach 2014-2019 wspoétpracowatem z prof. Joanng Sadlej z Narodowego Instytutu Lekow w
Warszawie (w ramach grantu NCN OPUS 2013/11/B/ST4/00785, ,,Fentanylowe opioidowe
dopalacze: od molekularnego modelowania do badan in vitro”). Przedmiotem wspotpracy bylo
modelowanie oddzialywan fentanyli z receptorem MOR oraz koordynacja prac eksperymentalnych w
grancie. We wspoOlprace zaangazowani byli rowniez naukowcy z Uniwersytetu Warszawskiego oraz
grupa prof. Benyhe (opisane czesciowo w pkcie 5.3.). W wyniku tych badan powstaty opisane w
referacie prace H1-H3 oraz dodatkowo trzy publikacje:

e Lipinski, P.F.J.; Jaronczyk, M.; Ostrowski, S.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Conformation of
six fentanyls revisited. Comput. Theor. Chem. 2016, 1086, 18-24.

e Jaronczyk, M.; Lipinski, P.F.J.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. The FMO analysis of the
molecular interaction of fentanyl derivatives with the p-opioid receptor. Chem. Pap. 2017, 71,
1429-1443.

o Kurcinski, M.; Jaronczyk, M.; Lipinski, P.F.J.; Dobrowolski, J.Cz.; Sadlej, J. Structural Insights
into o1 Receptor Interactions with Opioid Ligands by Molecular Dynamics Simulations.
Molecules 2018, 23, 456.

5.6. Wspolpraca z zespotem prof. Jana Cz. Dobrowolskiego, Instytut Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie.

Od wielu lat wspotpracuje z grupg prof. Jana Cz. Dobrowolskiego z Instytutu Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie. Prof. Dobrowolski byt promotorem mojego doktoratu (2016). Uczestniczytem
jako wykonawca w dwoch kierowanych przez niego projektach grantowych.

W ramach pierwszego z nich (NCN OPUS, 2013/09/B/ST5/03664, 2014-2017, ,,Chiralne
rdzenie/monomery lekéw i polimeréw przewodzacych: Od obliczen do charakterystyk
eksperymentalnych”) modelowatem rézne zagadnienia z zakresu fizycznej chemii organicznej,
spektroskopii obliczeniowej i chiralnych analiz QSAR. Owocem tych badan byty 4 publikacje:

e Dobrowolski, J.Cz.; Lipinski, P.F.J.; Ostrowski, S.; Jamroz, M.H.; Rode, J.E. The influence of
the position of a chiral substituent on undecathiophene chain. A DFT study. Synth. Met. 2018,
242, 73-82.

e Lipinski, P.F.J.; Dobrowolski, J.Cz. Substituent effect in theoretical ROA spectra. RSC Adv.
2016, 6, 40760-40764.

o Dobrowolski, J.Cz.; Lipinski, P.F.J.; Ostrowski, S.; Jamréz, M.H.; Rode, J.E. The influence of
the position of a chiral substituent on undecathiophene chain. A DFT study. Synth. Met. 2018,
242, 73-82.

e Dobrowolski, J.Cz.; Jamréz, M.H.; Lipinski, P.F.J. On chiral graph topological indices of a-
amino acids. Match 2016, 76.

Pozwolg sobie tutaj zwroci¢ uwage na dwie pierwsze. MieliSmy w nich przyjemno$¢ opisania
po raz pierwszy w literaturze odpowiednio zjawiska rozszczepienia parametru NICS w zwigzkach
chiralnych, oraz efektu podstawnikowego w widmach ramanowskiej aktywnosci optyczne;.

W ramach drugiego projektu (NCN OPUS, 2017/25/B/ST5/02267, 2018-2021, ,,6xS dla
Chiralnych  Naftalenodiimidéw: Synteza, Symulacje, Struktura, Spektroskopia,
Spektroelektrochemia, Sensory”) modelowatem rozpoznanie chiralne w sensorach opartych na
naftalenodiimidach oraz niektére aspekty oddziatywan atropizomerycznych naftalenodiimidow z
rozpuszczalnikami.

W wyniku tych badan powstata praca H9 opisana w referacie oraz praca:
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o Machalska, E.; Zajac, G.; Baranska, M.; Kaczorek, D.; Kawecki, R.; Lipinski, P.F.J.; Rode, J.E.;
Dobrowolski, J.C. On Raman optical activity sign-switching between the ground and excited
states leading to an unusual resonance ROA induced chirality. Chem. Sci. 2021.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1. Dydaktyka
6.1.1. Wyktad kursowy dla studium doktoranckiego

W 2017 roku prowadzitem wyktad pt. ,,Chemia Lekéw” (12 h) dla uczestnikow studium
doktoranckiego Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie. Wyklad zakonczony byt
egzaminem.

6.1.2. Opieka naukowa nad wykonywaniem prac magisterskich

W latach 2018-2021 sprawowatem opicke naukowa nad 5 pracami magisterskimi studentow
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wykonywanych (czes¢ laboratoryjna) w Zaktadzie
Neuropeptydow Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. Tematy prac zestawione sg w
ponizszej tabeli:

Lp. | Rok | Kierunek Tytul pracy magisterskiej
studiow
5 2021 | Farmacja Nowe pochodne 4-anilidopiperydyny o potencjalnym dziataniu
przeciwbdlowym (praca w trakcie wykonywania w dniu sktadania
autoreferatu)
4 2021 | Analityka Badanie iloSciowych zaleznosci struktura-retencja peptydowych i
medyczna niepeptydowych ligandow receptora mu-opioidowego (praca w trakcie

wykonywania w dniu sktadania autoreferatu)
3 2020 | Analityka Tlosciowe zaleznosci struktura-retencja (QSRR) dla nowych ligandow

medyczna receptora NK-1

2 2020 | Analityka Oznaczanie lipofilowosci nowych ligandow receptora NK-1 opartych
medyczna na fenyloalaninie za pomocg metod chromatograficznych

1 2019 | Analityka Modelowanie  czasu retencji nowych ligandow  receptora
medyczna tachykininowego NK1

6.1.3. Autorstwo rozdziatéw w podreczniku

Jestem autorem rozdziatu teoretycznego i ¢wiczenia dotyczacych oscylacyjnego dichroizmu
kotowego w podrecznikach spektroskopii oscylacyjnej:

4. Lipinski P.F.J., Determination of absolute configuration using vibrational circular
dichroism [w:] Vibrational Spectroscopy: From Theory to Practice, PWN, Warszawa, 2016, ISBN:
978-83-01-18885-6.

3. Lipinski P.F.J., Vibrational circular dichroism [w:] Matek, K. (red.), Vibrational Spectroscopy:
From Theory to Practice, PWN, Warszawa, 2016, ISBN: 978-83-01-18885-6.

2. Lipinski P.F.J., Ustalanie konfiguracji absolutnej z wykorzystaniem oscylacyjnego dichroizmu
kolowego [w:] Matek, K. (red.), Spektroskopia oscylacyjna: od teorii do praktyki, PWN, Warszawa,
2016, ISBN: 978-83-01-18826-9.

1. Lipinski P.F.J., Oscylacyjny dichroizm kolowy [w:] Matek, K. (red.), Spektroskopia oscylacyjna:
od teorii do praktyki, PWN, Warszawa, 2016, ISBN: 978-83-01-18826-9.
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6.2. Popularyzacja nauki

6.2.1. Artykuty popularnonaukowe w czasopismach branzowych
W latach 2012-2020 opublikowatem 19 artykutow popularnonaukowych dotyczacych:

e  0s0b, ktore odegraty wybitng rol¢ w rozwoju chemii lekéw (np. Sir James Black, Dr Paul A.
Janssen, Paul Ehrlich, Gerard Domagkh etc.),

e odkry¢ niektorych substancji czynnych (np. syldenafilu, warfaryny, sulfonamidow etc.),

o nowych trendow i technik stosowanych w chemii lekow (np. modelowania molekularnego,
spektroskopii VCD, projektowania lekéw opartego na fragmentach, poszukiwania lekow
wielocelowych etc.).

Ponizej przedstawiam liste tych publikacji:

19. Piotr F.J. Lipinski, Poza przetarte szlaki, Przemyst Farmaceutyczny, 1/2020, 83-86.

18. Piotr F.J. Lipinski, Peptydami w nowotwor, Przemyst Farmaceutyczny, 3/2019, 60-62.

17. Piotr F.J. Lipinski, Koniec kryzysu innowacyjnosci?, Przemyst Farmaceutyczny, 1/2019, 55-57.
16. Piotr F.J. Lipinski, Od fragmentow do lekéw, Przemyst Farmaceutyczny, 6/2018, 56-61.

15. Piotr F.J. Lipinski, Magiczne dubeltowki, Przemyst Farmaceutyczny, 04.maj/2018, 70-75.

14. Piotr F.J. Lipinski, Peptydy sie licza!, Przemyst Farmaceutyczny, 3/2018, 85-88.

13. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Spektroskopia VCD - nowe narzedzie

farmacji, Przemyst Farmaceutyczny, 212018, 44-47.

12. Piotr F. J. Lipinski, Jolanta Dyniewicz, Dariusz Plewczynski, Nowe horyzonty leczenia bélu,
czyli o stronniczych agonistach receptoréw opioidowych, Przemyst Farmaceutyczny, 1/2018, 58-
61.

11. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Racjonalny projekt i efekt uboczny, ktory wszystko
odwrocil, czyli krotko o historii odkrycia syldenafilu, Przemyst Farmaceutyczny, 6/2017, 99-101.
10. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Od kumaryny do warfaryny, Przemyst
Farmaceutyczny, 5/2017, 71-75.

9. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Skutki sulfarewolucji, Przemyst Farmaceutyczny,
3/2017, 62-65.

8. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Oszukaé¢ komorki, Przemyst Farmaceutyczny, 6/2016,
60-65.

7. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Sir James Black: przez serce do zoladka, Przemys?
Farmaceutyczny, 04.maj/2016, 96-101.

6. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Bohaterka z FDA, Przemyst Farmaceutyczny, 3/20186,
77-81.

5. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Sulfarewolucja, Przemyst Farmaceutyczny, 212016, 64-
67.

4. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Ojciec chemioterapii, Przemyst Farmaceutyczny,
1/2016, 70-74.

3. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Dziewieciu wspanialych cz.II, Przemyst
Farmaceutyczny, 6/2012, 32-35.

2. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Dyrygent, Przemyst Farmaceutyczny, 5/2012, 100-104.
1. Piotr F. J. Lipinski, Dariusz Plewczynski, Dziewieciu wspanialych cz.I, Przemyst Farmaceutyczny,
5/2012, 40-44.

6.2.2. Wyktady popularyzatorskie

W roku 2019 wyglositem wyktad popularyzatorski w ramach XXIII Festiwalu Nauki
(21 wrzesnia 2019, IMDiK PAN, Warszawa), pt. ,,Wiedzy gar$¢, szczeScia szczypta... i dolarow
miliard, czyli o przepisie na odkrycie nowego leku”. Tematem wyktadu byty historyczne i wspotczesne
metody odkrywania i projektowania lekow.
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7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej wnioskodawcy
7.1. Wspolpraca z podmiotami gospodarczymi

Od lipca 2019 roku biorg udziat w pracach amerykansko-polskiej spotki Vasa Therapeutics
(Encinitas CA, USA / Wroctaw, Polska) realizujacej projekt rozwoju innowacyjnego kandydata na lek
do stosowania w jednej z choréb uktadu sercowo-naczyniowego, finansowany przez grant NCBIR.
Moj wktad jako specjalisty chemii obliczeniowej (computational chemist) polega na modelowaniu
oddziatywan syntezowanych analogéw, oraz na wspomaganiu projektowania nowych zwigzkow przez
dyrektora dziatu chemii medyczne;j.

7.2. Projekty grantowe

Bylem / jestem kierownikiem dwoch projektow grantowych z Narodowego Centrum Nauki oraz
uczestnikiem szesciu projektow kierowanych przez innych naukowcow. Dane o projektach zestawitem
W ponizszej tabeli:

Lata | Numerprojektu |  Kierownik | Tytul

Jako kierownik
SONATA: Opracowanie modelu
homologicznego receptora NK1 z

2017- 2016/23/D/INZ7/03636 ja wykorzystaniem danych o
2021 ) e

miedzygantunkowych réznicach

wigzalno$ci ligandow.
2013- . PRELUDIUM: Projektowanie lekow:
2016 2012/05/N/NZ7/01952 ja Miary chiralnos$ci jako deskryptory QSAR.

Jako wykonawca
OPUS: Radioizotopowo znakowane
Prof. Aleksandra | peptydomimetyczne inhibitory kompleksu
2020- 2019/33/B/NZ7/02818 MlSl_cka—quﬂ( VEGF/NRP—; do pbrazowamq '
2023 (Uniwersytet patologicznej angiogenezy zwigzanej z
Warszawski) wczesnymi stadiami formowania si¢
nowotworow zto§liwych
Prof. Jan CZ: OPUS: 6xS dla Chiralnych
2018- Dobrowolski Naftalenodiimidéw: Svnteza. Symulaci
2017/25/B/ST5/02267 | (Instytut Chemii i | oo o CnoCIIMICOW: SYNteza, Symulacje,
2021 L Struktura, Spektroskopia,
Techniki -
. Spektroelektrochemia, Sensory
Jadrowej)

Prof. Aleksandra OPUS: Radiofarmaceutyki oparte na

2018- 2017/25/B/NZ7/01896 Misicka-Kesik antagonistach receptora tachykininowego-1

2021 (IMDiK PAN) do _dlagno_stykl i terapii nowotworu mozgu -
glejaka wielopostaciowego.
Dr hab. Jarostaw | HARMONIA: Struktura i reaktywno$¢
2017- 2016/22/M/ST4/00226 F_’anek protein w fa2|e_gazowej - na__styku _
2021 (Uniwersytet zaawansowanej spektrometrii mas i
Wroctawski) modelowania molekularnego
2014- Prof. Joanna OPUS: Fentanylowe opioidowe dopalacze:
2013/11/B/ST4/00785 | Sadlej (Narodowy | od molekularnego modelowania do badan in
2019 \ )
Instytut Lekdéw) | vitro.
Prof. Jan Cz.
2014- Dobrowolski OPUS: Chiralne rdzenie/monomery lekoéw i
2013/09/B/ST5/03664 | (Instytut Chemiii | polimerow przewodzacych: Od obliczen do
2017 o
Techniki charakterystyk eksperymentalnych.
Jadrowej)
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7.3. Wykonane recenzje

Wielokrotnie wykonywalem recenzje manuskryptow z zakresu chemii, farmacji, a w
szczegolnosci chemii lekéw i poszukiwania nowych substancji leczniczych. Recenzowalem dla
nastepujacych czasopism (w nawiasie podana ilos¢ wykonanych recenzji):

v

ChemistrySelect, Wiley (1)

Computational And Structural Biotechnology Journal, Elsevier (1)
Future Medicinal Chemistry, Future Science (1)

International Journal of Molecular Sciences, MDPI (5)

e Medicinal Chemistry Research, Springer (7)

¢  Molecules, MDPI (4)

e Physical Chemistry Chemical Physics, Royal Society of Chemistry (1)

7.4. Nagrody

3. Nagroda Naukowa Dyrektora Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN (2019) za
publikacje w roku 2018.

2. Nagroda Naukowa Dyrektora Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN (2016) za
publikacje w roku 2014,

1. Nagroda Zespolowa I-go Stopnia im. Wojciecha Swigtoslawskiego, 2013, nadana przez Radg
Naukows Instytutu Chemii Przemyslowej im. I. Moscickiego w Warszawie, w zespole: Jan Cz.
Dobrowolski, Michal H. Jamroz, Piotr F. J. Lipinski, Stawomir Ostrowski, Joanna E. Rode.
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