G

wL Politechnika todzka
Wydziat Chemiczny

Prof. dr hab. inz. Tomasz Janecki F06dz, 20.03.2024
Politechnika £.6dzka

Instytut Chemii Organicznej

Ul Zeromskiego 116

90-924 £.6dz

Tel: (+42) 631-32-20

E-mail: tomasz.janecki@p.lodz.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Olejkowskiej
pt. ,Zastosowanie technologii chemii mikrofalowej i przeplywowej w opracowaniu
innowacyjnego maloczgsteczkowego inhibitora o wysokiej aktywnosci
antynowotworowej przeciwko ostrej bialaczce limfoblastycznej (ALL)”

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska magister Patrycji Olejkowskiej
zrealizowana zostala w ramach doktoratu wdrozeniowego, w oparciu o umowe migdzy
Patrycjg Olejkowska, firmg Celon Pharma S.A. i Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w
Toruniu. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Jacek Scianowski z Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu, a promotorem pomocniczym dr Abdellah Yamani z firmy Celon
Pharma S.A.

Rozprawa dotyczy poszukiwania potencjalnych nowych lekéw na biataczke
limfoblastyczng. Biataczka to rodzaj nowotworu krwi lub szpiku kostnego, charakteryzujacy
si¢ klonalng ekspansja pojedynczej komérki na réznych etapach rozwoju uktadu limfatyczno-
hemopoetycznego. Obecnie dostepna jest ogromna liczba chemioterapeutykéw stosowanych
w leczeniu biataczki, ale wigkszo$é z nich uszkadza, w mniejszym lub wigkszym stopniu,
rowniez prawidtowe komorki. Dlatego tez identyfikacja nowych lekéw, ktére mogg byc
specyficznie i preferencyjnie ukierunkowane na komorki nowotworowe bez wplywu na
normalne komérki krwiotwércze, moze byé obiecujacym podejsciem w leczeniu biataczki.

W ramach przedstawionej rozprawy Doktorantka zaprojektowata i otrzymata
bibliotek¢ 120 niskoczasteczkowych zwigzkow, ktore zostaly nastgpnie przebadane jako
potencjalne inhibitory kinazy MerTK. Ostatecznym celem byto znalezienie leku o wysokiej
aktywnosci antynowotworowej przeciwko ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL), ktory
charakteryzowalby si¢  wysoka doustng biodostgpnoscig, korzystnym  profilem
farmakologicznym i niskg toksycznoscia. Wiele wysitku Doktorantka poswigcila tez
optymalizacji metody syntezy zaprojektowanych zwigzkéw przy wykorzystaniu technologii
chemii przeplywowej i mikrofalowej. Jako zwigzek modelowy do zaprojektowania nowych
analogéw wybrany zostal znany inhibitor MRX2844, zawierajacy w swojej strukturze
szkielet pirolopirymidyny.
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Ocena formalna

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter badawczo-wdrozeniowy i zawiera
282 strony. Zbudowana jest w sposob klasyczny, charakterystyczny dla rozpraw doktorskich
i obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétéw, spis
tresci, wstep z zarysowanym celem pracy, czgs$¢ literaturows przedstawiajgcg aktualny stan
wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy (76 stron), wyniki badan wlasnych (71 stron),
podsumowanie badan wiasnych (6 stron) oraz czg$¢ doswiadczalng zawierajgcg procedury
syntetyczne i analize fizykochemiczng otrzymanych pochodnych (101 stron).
Uzupehnieniem tresci rozprawy jest spis literatury liczacy 149 pozycji. Oddzielny zatgcznik
przedstawia dorobek naukowy Doktorantki, na ktéry skladaja si¢ trzy publikacje w
czasopismach z tzw. ,listy filadelfijskiej” oraz pig¢ prezentacji posterowych na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Doktorantka byla tez wykonawca w trzech
grantach wydzialowych.

Podsumowujgc uwazam, ze pod wzgledem formalnym sposob prezentacji rozprawy
jest przejrzysty, a zawarto$¢ merytoryczna poszczegdlnych czgsci poprawnie opisana, co
bardzo utatwia ich czytanie.

Ocena merytoryczna

Czes¢ literaturowa

Podstawowym celem rozprawy bylo opracowanie oraz optymalizacja metody
syntezy biblioteki analogéw znanego inhibitora kinazy MerTK o symbolu MRX2844, ocena
aktywnosci antynowotworowej otrzymanych zwigzkéw przeciwko ostrej bialaczce
limfoblastycznej oraz wybdr struktur wiodacych do dalszych badan. Z tego wzglgdu czgsé
literaturowa rozpoczyna si¢ omoéwieniem rodzajow bialaczek, ich wystgpowaniem,
objawami oraz diagnostykg. Oméwione sa tez czynniki prognostyczne wplywajace na
szans¢ wyleczenia ostrej bialaczki limfoblastycznej, ktére brane sg pod uwage przy
podejmowaniu decyzji o sposobie i intensywnosci leczenia oraz rodzaje stosowanych
chemioterapii. W nastgpnym rozdziale opisane s3 rodzaje receptorowych kinaz
tyrozynowych oraz profile farmaceutyczne poznanych dotad inhibitoréw kinaz Mer. Osobny
fragment czesci literaturowej poswigcony jest podstawom teoretycznym, zaletom oraz
praktycznemu wykorzystaniu technologii chemii przeplywowej FLOW oraz technologii
mikrofalowej, ktére Doktorantka stosowata w celu optymalizacji metody syntezy inhibitora
kinazy MerTK, MRX2844. Dwa koncowe rozdzialy opisujag mechanizm reakcji sprzggania
Sonogashiry i reakcji sprzegania Suzuki, ktére wykorzystane zostaly w kluczowym etapie
syntezy biblioteki analogéw inhibitora kinazy MerTK. W mojej ocenie czg$¢ literaturowa
dobrze wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy dotyczacej omawianych w rozprawie
zagadnien i bardzo dobrze $wiadczy o przygotowaniu Doktorantki do realizacji
zamierzonego celu badan.

Lektura tego fragmentu rozprawy nasuwa jednak kilka uwag krytycznych.

1) Umieszczanie w wykazie skr6tow nazw powszechnie znanych zwigzkdw, (np. Br
— brom czy H,O — woda) nie wydaje si¢ potrzebne. Bledem jest okreslenie skrotu
tert-BuOH jako fert-butanol a iPrOH jako izopropanol. Nie nalezy mieszaé
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nomenklatury zwyczajowej z systematyczng. Poza tym, nie ma weglowodoru o
nazwie tertbutan. Prawidlowa nazwa zwyczajowa dla wzoru fert-BuOH to
alkohol rert-butylowy, a systematyczna 2-metylopropan-2-ol.

2) We wstepie, jak i w czesci literaturowej zdarzaja si¢ niezreczne sformulowania.
Czy analiza opublikowanych patentéow moze ,zagrozi¢ zaprojektowaniu
struktury nowego inhibitora MerTK’ (str. 14)? Czy mozna ,,przyspieszy¢ plan
pracy” (str. 15)?

3) Numery zwigzkéw, dla ktérych nie podaje si¢ pelnej nazwy systematycznej, nie
powinny by¢ umieszczane w nawiasie (np. str. 31).

4) Schemat 2 (str. 67) powinien by¢ raczej nazwany rysunkiem.

Badania wlasne

Badania wlasne przedstawione zostaly na kolejnych 71 stronach i, nie wiem
dlaczego, zatytulowane jako ,,Cze$¢ eksperymentalna”. W rozdziale najpierw opisano jak
zaprojektowano bibliotek¢ 120 struktur, jako potencjalnych inhibitorow kinazy MerTK.
Jako zwigzek modelowy do zaprojektowania nowych analogdw wybrany zostal znany
inhibitor MRX2844. Do selekcji wykorzystane zostaly metody bioinformatyczne in silico a
pod uwage wzieto pozadane wlasciwosci fizykochemiczne analogéw i ich interakcje z
biatlkiem MerTK. Nastepnie przeprowadzono syntezg wybranych 120 zwigzkow,
wykorzystujac $ciezke syntetyczng opisang dla zwigzku wzorcowego MRX2843. Otrzymane
analogi mialy szkielet pirymidyny podstawiony w pozycji 2, 4 i 5 (analog 167) lub szkielet
5-(trans-4-hydroksycykloheksylo)pirolopirymidyny podstawiony réznymi podstawnikami
heterocyklicznymi, alkilowymi, cykloalkilowymi czy arylowymi w pozycjach 2 i 5
(wszystkie pozostate). Ich synteza skladala si¢ z o$miu etapéw, a kluczowe z nich to
sprzeganie Sonogashiry, reakcja aminowania i sprze¢ganie Suzuki. Dla  modyfikacji
struktury syntezowanych analogéw wykorzystano reakcje nukleofilowego podstawienia
chloru w 5-bromo-2-chloro-7-(trans-4-hydroksycykloheksylo)pirolopirymidynach réznymi
aminami oraz reakcje sprzegania Suzuki otrzymanych 2-amio-5-bromo-7-(trans-4-
hydroksycykloheksylo)pirolopirymidyn z réznymi kwasami lub estrami boronowymi.
Postep prowadzonych reakcji jak i oczyszczanie koncowych zwigzkéw prowadzono
metodami chromatograficznymi i scharakteryzowano rejestrujac ich widma 'H i 3C NMR
oraz przy pomocy chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem masowym.
Czysto$¢ wszystkich otrzymanych zwigzkéw wynosita powyzej 90%.

Po przeprowadzeniu wstepnych badan biologicznych otrzymanych analogéw
wyloniono trzy zwigzki, o numerach 89, 108 i 167, majgce najwicksze powinowactwo do
kinazy Mer i1 najbardziej optymalne wilasciwosei fizykochemiczne. Wybrane zwiazki
poddawane sa dalszym testom biologicznym na ich aktywno$é metaboliczng, badaniom
fizykochemicznym, stabilno$ciowym oraz testom na komoérkach i zwierzetach. Z powodu
wybuchu pandemii, ktory mial miejsce w trakcie realizacji doktoratu, nie udalo sig¢
Doktorantce do tej pory wylonié ostatecznego zwigzku wiodacego i przeprowadzié na nim
badan toksykologicznych oraz klinicznych. Z tego powodu Doktorantka przeprowadzita
optymalizacj¢ syntezy zwigzku wzorcowego MRX2843 zamiast, wybranego na podstawie
odpowiednich testéw, ostatecznego zwigzku wiodgcego. Optymalizacja to polegata na
wykorzystaniu technologii mikrofalowej oraz przeplywowej w poszczegdlnych etapach
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syntezy i zmianie réznych parametrow reakcji, takich jak temperatura, czas reakcji, rodzaj i
ilo§¢ rozpuszczalnika czy stechiometria substratow. Badania te wykazaly szczeg6lna
uzytecznos$é syntetyzatora mikrofalowego, ktory pozwalat na bardzo znaczgce skrocenie
czasu syntezy. Optymalizacja ta bedzie mogla zosta¢ wykorzystana przy syntezie
pochodnych zwigzku referencyjnego.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

1) Zwigzek o numerze 47 to kluczowy zwigzek uzywany przy syntezie analogow, w
reakcji aminowania, do wprowadzania modyfikacji w pozycji 2. Od zwigzku 44,
ktory wystepuje w Schemacie 8 (str. 87) przedstawiajgcym Sciezke syntezy
zwigzku wzorcowego, rézni si¢ tym, ze w pozycji 5 ma atom bromu zamiast
jodu. W pracy nie znalaztem komentarza skad ta zmiana w stosunku do $ciezki
syntezy zwigzku wzorcowego MRX2843?

2) Na stronie 103 Schemat 2 powinien mie¢ numer 8. Na tej samej stronie: Czy
dziedzina nauki moze by¢ zalezna od czasu?

3) Opisy procedury eksperymentalnej i charakterystyka zwigzkow 40 — 43 i 47
powtarzane sg zardwno w badaniach whasnych jak i czesci eksperymentalnej. Nie
sadze, zeby takie powtdrzenia byly potrzebne.

4) Jak mozna wytlumaczyé¢ to, ze w optymalizacji iloci dodawanego katalizatora w
reakcji sprzegania Sonogashiry (str. 115, Tabela 21), przy innych parametrach
takich samych, stopien konwersji substratu wynosit po 30 minutach 49% a po 40
minutach 0%?

5) Czy przy badaniach optymalizacyjnych wyznaczenie stopnia konwersji jest
wystarczajace dla oceny efektywnosci reakcji? Moze si¢ przeciez zdarzy¢, ze
cze$é substratu nie zostanie przeksztalcona w produkt, a ulegnie np. rozktadowi
czy innej przemianie.

6) W wielu optymalizacjach (np. przy optymalizacji reakcji nukleofilowego
podstawienia aromatycznego, str. 105) stopien konwersji w réznych
eksperymentach r6zni czgsto zaledwie o dziesiate czy nawet setne czesci
procenta. Czy w takim przypadku mozna jednoznacznie wybra¢ optymalng
procedure? Czy tak niewielkie réznice nie moga miesci¢ si¢ w granicach blgdu
pomiaru?

Czesé doswiadcezalna

Cze$¢ doswiadczalna rozprawy jest bardzo obszerna i zajmuje 101 stron. Sg tam
opisane procedury syntetyczne oraz wyniki badaf fizykochemicznych — wszystkich
otrzymanych zwigzkéw, w tym opisy widm 'H i *C NMR oraz analiza masowa. Przepisy
preparatywne s3 dokladne i pozwalaja na precyzyjne odtworzenie procedur
eksperymentalnych, w tym sposobu oczyszczania koficowych produktéw. Jedynie w opisie
preparatywnym syntezy pochodnych w reakcji sprzegania Suzuki (str. 177) brak informacji
kiedy uzywano kwasu boronowego a kiedy estru pinakolowego kwasu boronowego. Opisy
widm NMR sg zgodne z przyjetymi standardami. Szkoda jednak, ze nie zawierajg przypisan
sygnatéw do konkretnych protonéw. Jak sadz¢ wynika to z trudnosci jakie napotkala
Doktorantka przy szczegbtowej interpretacji tych widm. Prosilbym tez o wyjasnienie
dlaczego w niektérych opisach widm 'H i 3C NMR nie zgadza si¢ liczba protonéw, np.
zwigzek 109 ma 35 protondw a w opisie widma jest wyszczeg6lnionych 36 protonow. W

4



przypadku ciat statych, w ich charakterystyce zabraklo mi tez oznaczenia temperatur
topnienia. Bardzo pomocne dla czytelnika sa natomiast zataczone struktury opisywanych
zwigzkow. Czes¢ ta napisana jest przejrzyscie, a Autorka trzyma si¢ ustalonego schematu.

Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ dobrag znajomoscig
tematyki rozprawy doktorskiej i w duzym stopniu zrealizowata zalozone cele badawcze,
zgodnie ze standardami naukowymi. Rozprawa stanowi istotny i oryginalny wkiad w
poszukiwanie nowych zwigzkéw o dzialaniu antynowotworowym przeciwko ostrej
bialaczce limfoblastycznej. Doktorantka zidentyfikowata nowe pochodne o szkielecie
pirymidyny lub 5-(frams-4-hydroksycykloheksylo)pirolopirymidyny, ktére moga by¢
strukturami wiodgcymi do dalszych badan. Przedstawione uwagi krytyczne badz dyskusyjne
nie wplywaja w znaczacy sposob na wartos¢ naukowg rozprawy. Uwazam, ze przedstawiona
mi do oceny praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia
20 lipca 2018 roku ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. 2018 poz. 1668 z
pozniejszymi zmianami) i wnioskuje¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydzial Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr. Patrycji
Olejkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



