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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Olejkowskiej opracowana na zlecenie
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Miko-
taja Kopernika w Toruniu (uchwata z dnia 18 stycznia 2024 r.)

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Patrycji Olejkowskiej zatytu-
lowana ,Zastosowanie technologii chemii mikrofalowej i przepltywowej w opraco-
wywaniu innowacyjnego matoczasteczkowego inhibitora o wysokiej aktywnosci
antynowotworowej przeciwko ostrej bialaczce limfoblastycznej (ALL)" zostata
zrealizowana w ramach doktoratu wdrozeniowego w oparciu o umowe trojstronng po-
miedzy Patrycjg Olejkowska, firmg Celon Pharma S.A. a Uniwersytetem Mikotaja Ko-
pernika w Toruniu i wspotfinansowana jest przez MNiSW. Praca zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dra hab. Jacka Scianowskiego z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mi-
kotaja Kopernika w Toruniu oraz promotora pomocniczego dra Abdellaha Yamaniego
z firmy Celon Pharma S.A.

Praca dotyczy — ogolnie rzecz biorgc — poszukiwania nowych, matych inhibito-
row MerTK o wysokiej aktywnos$ci antynowotworowej do zastosowania w leczeniu
ostrej biataczki limfoblastycznej (All), ktéra — jak wiadomo — jest bardzo powazng cho-
robg, trudng w leczeniu, a dodatkowa motywacjg w poszukiwaniu srodkéw do jej po-
konania moze by¢ chociazby fakt, ze dotyka ona przede wszystkim dzieci w wieku 2-
5 lat. Nie ma wiec watpliwosci, ze podjete badania sg arcywazne. Gtownym celem
pracy byto zaprojektowanie i zsyntezowanie nowej grupy zwigzkow, ktore selektywnie
hamuja kinaze MerTK, o korzystnym profilu farmakokinetycznym, niskiej toksycznosci,
a przede wszystkim o duzej aktywnosci. Dodatkowym celem byto sprawdzenie mozli-
wosci wykorzystania techniki mikrofalowej oraz przeptywowej do syntezy nowych inhi-
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Praca przedstawiona na 263 stronach, zaopatrzona jest wstepem i sktada si¢ z
nastepujacych, zasadniczych czesci: z ,Czesci literaturowej” (65 stron), z ,Czesci eks-
perymentalnej” (77 stron), z ,Podsumowania badan wtasnych”, z ,Czesci doswiadczal-
nej” (101 stron), z rozdziatu zatytutowanego ,Doktorat wdrozeniowy — wdrozenie do
przemystu” (1 strona) oraz z bibliografii, ktéra zawiera 149 pozycji literaturowych. W
mojej ocenie troche mylace jest zatytutowanie dwoéch rozdziatow w bardzo podobny
sposob z uzyciem synonimdw, a mianowicie ,Czeé¢ eksperymentalna” i Czg$¢ do-
swiadczalna”, tym bardziej, ze ten pierwszy rozdziat dotyczy opisu badan wiasnych
Doktorantki, a drugi podaje koncowe procedury i dane spektroskopowe.

W czesci literaturowej Doktorantka przedstawita bardzo obszerne informacje na
temat biataczki, jej wystepowania, objawéw, diagnozy, uwarunkowan genetycznych,
czynnikéw prognostycznych, leczenia, chemioterapii wraz z oméwieniem zwigzkow
stosowanych w réznych fazach terapii. Pod koniec skupita si¢ na inhibitorach kinaz
tyrozynowych, spoéréd ktorych wiele selektywnych inhibitoréw znajduje sig w fazie ba-
dan klinicznych. Sa to gtéwnie zwiazki oparte na szkielecie pirymidynowym oraz pira-
zolo- i pirolopirymidynowym. W $wietle prowadzonych badan w ramach pracy doktor-
skiej ten fragment jest bardzo istotny, gdyz zawiera przeglad struktur najwazniejszych
inhibitorow tyrozynowych, a wymienione uktady heterocykliczne staty sie¢ podstawg
projektowania i syntezy pochodnych, ktére otrzymano w ramach przedtozonej pracy.
Caly ten fragment czesci literaturowej napisany jest wybitnie fachowym jezykiem, w
sposob bardzo szczegbtowy i merytoryczny. Kolejne dwa rozdziaty przedstawione w
czesci literaturowej zawierajg ogolne informacje dotyczace technik prowadzenia reak-
cji metodg przeptywows oraz z zastosowaniem reaktora mikrofalowego. Dwa ostatnie
dotyczg reakcji sprzegania Sonogashiry oraz Suzukiego, a wigc reakcji, ktore wyko-
rzystano w syntezie zaplanowanych zwigzkow.

Zadaniem Doktorantki byto otrzymanie duzej grupy nowych inhibitoréw kinazy
Mer opartych na szkielecie pirolopirymidynowym oraz opublikowanego zwigzku wzor-
cowego — inhibitora MRX2843. Dodatkowym zadaniem byto sprawdzenie, w jakim
stopniu nowoczesne techniki syntezy z wykorzystaniem reaktora mikrofalowego oraz
przeplywowego moga przyspieszyc i utatwic¢ synteze zaprojektowanych zwigzkéw. Re-
alizacja tych zadan zostata przedstawiona w czesci doswiadczalnej i eksperymental-
nej. Jednakze przed przystapieniem Doktorantki do badan syntetycznych struktury do-
celowych zwigzkéw zostaty zaprojektowane z wykorzystaniem metod bicinformatycz-

nych. Ostatecznie w wyniku dokowania do biatka kinazy MerTK wraz
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z uwzglednieniem wielu parametrow (dyskryptoréw) kwalifikujgcych dang strukture do
badan biologicznych, wyselekcjonowano jako cele syntezy 120 czgsteczek, w skiad
ktérych weszty pochodne pirolopirymidyny oraz pirymidyny. Badania te wraz z wyko-
naniem korcowych testéw komérkowych, sprawdzajgcych aktywnos¢ zsyntezowa-
nych zwigzkéw, zostaly wykonane w Laboratorium Analiz Fizykochemicznych oraz w
Dziale Badan Przedklinicznych firmy Celon Pharma S.A.

Synteza zaprojektowanych zwigzkéw byto zadaniem ogromnym, co wynika nie
tylko z faktu otrzymania 120 docelowych molekut, ktére przeznaczono do badan bio-
logicznych, ale takze stad, ze kazda z nich otrzymano na wieloetapowej drodze. Zwiaz-
kiem wyjsciowym byta handlowo dostepna 5-bromo-2,4-dichloropirymidyna, a synteza
wiekszosci docelowych struktur opierata sie na schemacie syntezy inhibitora wzorco-
wego MRX2843, ktéra obejmowata: aromatyczne aminowanie Buchwalda-Hartwiga,
sprzeganie Sonogashiry, odblokowanie funkgcji alkinowej z jednoczesnym utworze-
niem pierécienia pirolu, wprowadzenie blokady grupy hydroksylowej oraz bromowanie
za pomocg NBS-u. Kolejne reakcje, aromatyczne aminowanie Buchwalda-Hartwiga w
pozycji C-2 pirymidyny oraz sprzeganie Suzukiego-Miyaury, pozwolity na modyfikacje
otrzymanego wczesniej szkieletu pirolopirymidynowego. Przemiany te zostaty przed-
stawione na schemacie 8. Jednakze po przeanalizowaniu cafej pracy musze stwier-
dzi¢, ze w przedstawione $ciezki syntezy na schemacie 8 wkradt sie btgd niewiado-
mego pochodzenia, gdyz przedstawiono w nim etap jodowania za pomocg NIS, ktory
prowadzi do jodopochodnych, ale takich syntez nie wykonywano. Co wigcej, schemat
ten, z prawidtowym zastosowaniem NBS-u, do ztudzenia przypomina fragment sche-
matu znajdujacy sie w publikacji J. Med. Chem. 2014, 57, 7031-7041, ktora nigdzie w
pracy nie zostata zacytowana. Odnosnik literaturowy tej publikacji powinien znalez¢
sie w spisie literatury pracy doktorskiej tym bardziej, ze dotyczy ona nie tylko syntezy,
ale takze badan biologicznych inhibitora UNC2025, czesto wymienianego w czeéci li-
teraturowej pracy.

Struktury otrzymanych zwiazkéw wraz z wartosciami IC50 i logP zebrano w ta-
beli. Sposrod nich wybrano trzy zwigzki o najwiekszym powinowactwie do kinazy Mer
i najlepszych wiasciwosciach fizykochemicznych, co gwarantuje ich wysoki potencjat
terapeutyczny. Ostateczny wybdr zwigzku do | fazy badan przedklinicznych jest w trak-
cie realizacji.

Wynik ten wskazuje, ze zasadniczy cel pracy zostat osiggniety i stanowi zna-

czaca jej wartosé. Wytypowanie zwigzkéw do badan klinicznych znacznie przybliza
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szanse uzyskania pozadanego leku, a tym samym wskazuje na praktyczne zastoso-
wania wynikéw tej pracy, co jest szczegdlnie istotne w realizacji doktoratu wdrozenio-
wego.

W kolejnej czesci pracy opisano proby optymalizacyjne syntezy poszczegdlnych
zwigzkow, otrzymywanych w kolejnych etapach, stosujgc metode z wykorzystaniem
techniki mikrofalowej, a takze przeptywowej w poréwnaniu do metody klasycznej, opi-
sanej na poczatku kazdego podrozdziatu. Jest to dosy¢ obszerny fragment pracy opi-
sujgcy, w jaki spos6b zmiana kolejnych parametrow wplywa na przebieg reakgcji, a
gtbwnym analizowanym parametrem byta tu konwersja substratu. Szkoda, ze obok
konwersji nie zbadano wydajnosci, z jakg powstaje produkt, chociazby w mieszaninie
poreakcyjnej. Jest to dosy¢ istotne niedopatrzenie, albowiem nie zawsze petna kon-
wersja prowadzi do lepszej wydajnosci produktu. Z przeprowadzonej optymalizacji wy-
ciggnieto bardzo wiele wnioskdw i zapewne informacje te sg warto$ciowe, jednakze —
co mnie bardzo dziwi — wynikow tych optymalizacji nie wykorzystano w syntezie doce-
lowych zwigzkow, gdyz one wszystkie zostaty zsyntezowane w sposéb klasyczny, co
opisano w czesci eksperymentalnej. Zapewne jest jakie$ uzasadnienie takiego poste-
powania i mam nadzieje, ze ustysze je podczas obrony pracy.

W czesci eksperymentalnej pracy opisano ogolne procedury syntez poszcze-
golnych zwigzkoéw wraz z ich danymi spektroskopowymi, pogrupowanymi ze wzgledu
na typ prowadzonej reakcji. Analizujgc te cze$¢ pracy nasunety mi sie nastepujace
uwagi:

- Uwazam, ze bytoby dobrze wskaza¢, ktére zwigzki sg nowe, a ktére
opisane w literaturze. Celowe bytoby ponadto poréwnanie wydajnosci, z jakimi
zostaly otrzymane, a takze zweryfikowanie uzyskanych parametrow spektral-
nych z danymi literaturowymi.

- Pewna czesc¢ procedur syntez klasycznych opisanych w tej czesci byta
juz wczesniej opisana w czesci doswiadczalnej, co wydaje sie zbednym zabie-
giem, np. na stronach 104 i 161, 1121162, 1251163, 131 164, 136 i 165.

- Dla zwigzku 40 podano trzy opisy syntezy, dwa identyczne na stronach
104 i 161 oraz trzeci na stronie 258, dotyczacy nieco wiekszej skali, przy czym
zwigzek ten w tym opisie opatrzono numerem 186.

- Zwracam uwage, ze zwigzek 168 zostat opisany w czasopismie Chemi-

cal Communications w 2017 roku (tom 54, strony 42-45), a jego synteze
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przeprowadzono przy wykorzystaniu promieniowania mikrofalowego. Ten fakt,
nie zostat odnotowany w pracy.

- W ramach jednej opisanej procedury otrzymano zwigzki w postaci soli
oraz w postaci wolnej zasady, np. zwigzki 85 i 86 oraz 62 i 63. Czy na pewno
nie ma réznic w izolowaniu tych zwigzkow?

- W reakcjach bromowania w jednym przypadku otrzymano pochodng
z odblokowang grupg hydroksylowg, podczas gdy w pozostatych przypadkach
grupa zabezpieczajgca nie zostata naruszona. Zabrakto skomentowania tego
faktu.

- Moje watpliwosci budzi sposob zapisu przesunie¢ chemicznych odczy-
tanych z widm ¥C NMR. W zaproponowanym zapisie pojawiajg sie symbole
sugerujgce multipletowo$é sygnatu rezonansowego w widmie *C NMR, analo-
gicznie do widm protonowych. Zaproponowany sposo6b zapisu jest niewtasciwy
i niezgodny z przyjetg konwencjg, a swiadczy o tym chociazby fakt, ze sygnaty
pochodzgce od atoméw wegla zwigzanych z atomami fluoru rowniez zostaty
opisane jako singlety (zwiazki 55. 56, 57, 58, 59, 94, 95, 150, 151, 1562, 153,
154), co nie jest mozliwe z powodu ich sprzegania z atomami fluoru, chyba ze
zastosowano dodatkowe odsprzeganie od fluoru. W przyjetej konwencji obok
wartosci przesuniecia stosuje sie w nawiasie litery (s, d, t, q) wskazujace na
rzedowos$¢ atomu wegla, od ktérego pochodzi dany sygnat. Stosowane litery sg
odzwierciedleniem multipletowosci widma weglowego, wykonanego bez od-
sprzegania od protonéw lub rzedowosci atoméw wegla odczytanych z widm 3C-
DEPT NMR. Prosze o ustosunkowanie sie do tej kwestii wraz z pokazaniem
podczas obrony kilku przyktadowych widm *C NMR zwigzkow zawierajgcych
fluor.

Mimo pewnych uchybien i niedociggnie¢ ostatecznie catg rozprawe oce-
niam pozytywnie. Uwazam, ze pod wzgledem praktycznym jest to wartosciowa
praca, tym bardziej, ze realizowana byta w ramach doktoratu wdrozeniowego,
a jej gtéwny cel zostat osiggniety. Na szczegoélne podkreélenie zastuguje ogrom
pracy eksperymentalnej wykonanej przez Doktoranke ze szczegolnym
uwzglednieniem syntezy zaprojektowanych zwigzkéw, co Swiadczy o jej praco-
witoéci i sprawnosci w tej dziedzinie. Uwazam, ze zaréwno pozytywne efekty
syntez jak i obiecujace wyniki badan biologicznych wnoszg istotny wktad do po-

konania ostrej biataczki limfoblastycznej. Moim zdaniem oceniana praca
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doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia wy-
mogi stawiane rozprawom doktorskim, a takze wymogi formalne okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tj.: Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6zn. zm.). Wnosze zatem do Rady Naukowe;j
Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Koper-

nika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Olejkowskiej do dalszych eta-
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péw przewodu doktorskiego.
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