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wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Mikolaja Kopernika w Toruniu
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Wspotczesne badania naukowe prowadzone w obszarze takich dziedzin nauki jak

chemia, farmacja i medycyna w duzej mierze sg skierowana na poszukiwanie nowych
aktywnych biologicznie zwigzkéw chemicznych. Wiele chorob wywotywanych przez wirusy,
bakterie czy grzyby w duzym stopniu zostato juz opanowanych lub zminimalizowanych, co
prowadzi ludzko$¢ do lepszego, wygodniejszego, i zdawaé by si¢ mogto, bezpieczniejszego
trybu zycia. Oczywiscie wcigz musimy pamietac, ze rozwoj ewolucyjny mikroorganizmow
sprawia, ze cz¢sto sg one wysoce Oporne na opracowane i stosowane $rodki farmakologiczne.
W tym zakresie ,,walka” ludzkosci z czynnikami patogennymi wcigz trwa.
Niestety wraz z rozwojem cywilizacji doszto do zwigkszenia zachorowan na choroby uktadu
krazenia oraz nowotwory. Wedlug danych Gtownego Urzedu Statystycznego, w Polsce
z przyczyn chordb kardiologicznych umiera rocznie okoto 175 tysiecy osob oraz jest okoto
150 tysiecy zachorowan i 90 tysigcy zgondéw spowodowanych chorobami nowotworowymi.
Z tych wzgledow wyjatkowo uzasadniona jest kazda praca zwigzana z poszukiwaniem
nowych, skuteczniejszych lekéw stosowanych do minimalizowania lub wyleczenia
powyzszych chorob.

Autorka dysertacji wybrata kierunek badan polegajacy na opracowaniu i optymalizacji

syntezy inhibitorow kinazy FLT3 odpowiedzialnej za rozwdj ostrej biataczki szpikowej
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(AML). Ostra biataczka szpikowa nalezy do agresywnych choréb nowotworowych.

Opracowane dotychczas metody terapeutyczne takie jak chemioterapia, radioterapia,
transplantacja szpiku kostnego lub komodrek macierzystych czy terapie celowane, niestety nie
zapewniajg pacjentowi catkowitej remisji choroby. Stad, w moim odczuciu, obrany cel pracy
przez Panig mgr Natali¢ Piorkowska realizowany w ramach projektu ,,doktorat wdrozeniowy
— II edycja”, polegajacy na opracowaniu nowatorskiego, matoczasteczkowego inhibitora
FLT3 o wysokiej biodostepnosci po podaniu doustnym i niskiej toksycznosci wydaje si¢
w pelni uzasadniony.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest praca liczacg 294 stron (wydruk jest
jednostronny, co niestety nie jest zbyt ekologicznym zabiegiem). Ma ona typowy uktad dla
tego typu opracowan, na ktory sktadaja si¢: Spis tresci (3 strony), Streszczenie pracy w jezyku
polskim i angielskim (po 2 strony), Cel pracy (2 strony), Wykaz stosowanych skrotow
(6 stron), Czgs¢ teoretyczna (64 strony), Badania whasne (25 stron), Cze$¢ doswiadczalna (88
stron), Optymalizacja $ciezki syntezy (84 strony), Podsumowanie i wnioski (3 strony),
Literatura obejmujaca 148 pozycji (10 stron) i Dorobek naukowy Autorki (3 strony). Szkoda,
ze Autorka nie zestawita listy tabel (jest ich 108), rysunkow (jest ich 22) i schematow (jest ich
32), co niewatpliwie utatwitoby ich odszukiwanie w tekscie.

Na dorobek naukowy Doktorantki sktadaja si¢ 3 opublikowane prace oryginalne
w: European Journal of Medicinal Chemistry (2021), Monatshefte fiir Chemie - Chemical
Monthly (2023), Frontiers in Oncology (2024). Warto w tym miejscu odnotowac, ze w wersji
PDF pracy na stronie 292 podane sg dwie prace (zostata pominigta Frontiers in Oncology) —
natomiast pomytkowo jest podany poster. Ponadto Pani mgr Pioérkowska jest wspotautorka
7 posterow oraz brata udziat w réznych konferencjach i szkoleniach. Niestety nie znalaztem
zadnej informacji na czym polegat udziat w konferencji. Czy byly to wyktady, komunikaty
czy postery, ktore Doktorantka wyszczegolnita w osobnym punkcie. Warto odnotowaé, ze
Doktorantka otrzymata takze 3 granty wydziatlowe realizowane w Katedrze Chemii
Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w czasie od
3 marca do 30 listopada 2020 r., 2 czerwca do 30 listopada 2020 r. oraz 3 marca do 30

listopada 2021 r. Uwazam, ze wszystkie powyzsze wskazniki §wiadczg o dobrym poziomie
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prezentowanych prac naukowych i stanowig podstaw¢ do postepowania zwigzanego

z nadaniem stopnia naukowego doktora nauk chemicznych. Sadze takze, ze interesujaca
z eksperymentalnego punktu widzenia tematyka badawcza moglaby w przysztosci by¢ dalej
realizowana przez Doktorantke, co wplyneloby na zwigkszenie Jej dotychczasowych
wynikow bibliograficznych. Na podstawie lektury rozprawy doktorskiej oraz analizy dorobku
naukowego Pani mgr Natalii Piérkowskiej mogg stwierdzié, ze jest ona dobrze rokujacym
mtodym naukowcem.

W czgéci literaturowej Autorka pracy omowita m. in. charakterystyke ostrej biataczki
szpikowej, sposoby jej leczenia, rolg i budowe kinazy FLT3 (w tym miejscu mysle, ze
Rysunek 2 moglby byé¢ bardziej detaliczny), rolg i znaczenie inhibitorow kinazy FLT3,
opornos¢ wielolekowa etc. Merytorycznie, ta czgs¢ pracy, nie budzi moich wigkszych
zastrzezen.

Cel pracy, stanowigcy drugg i zarazem najwazniejsza cze$¢ rozprawy, zaktadat
opracowanie  nowatorskiego, matoczgsteczkowego inhibitora FLT3 o wysokiej
biodostgpnosci. W realizacji zamierzonego celu Doktorantka wykorzystala metody
bioinformatyczne in silico oraz badania SAR (ang. Structure-Activity Relationship). Techniki
te sa szczegodlnie uzyteczne, poniewaz umozliwiaja okreSlenie budowy molekularnej
zwigzkoéw oraz pozwalaja identyfikowaé grupe funkcyjna, ktéra moze wchodzi¢ w interakcje
z komorkami. Utlatwia to wybor zwigzkow, ktore wykazujg powinowactwo do miejsca
aktywnego enzymu. Ponadto dla wszystkich otrzymanych zwigzkow wykonane zostaty
badania przedkliniczne, pomagajace w okresleniu ich aktywnos$ci wobec kinazy FLT3,
skutecznosci dziatania, biodostepnosci oraz wiasciwosci farmakokinetycznych. Pani mgr
Natalia Piorkowska przeprowadzita analize witasciwosci fizykochemicznych zwigzkow
(rozpuszczalnosc, liofilowosé, stabilnos¢ chemiczna i mikrosomalna), a takze do ich syntezy
wykorzystala takie technologie jak: chemia przeptywowa oraz mikrofalowa. Do okre$lenia
struktury zwiazkow zastosowana byta analiza protonowego oraz weglowego magnetycznego
rezonansu jadrowego (*H, *C NMR, DEPT) oraz spektrometria mas.

Mozna stwierdzi¢, ze obrany cel pracy doktorskiej zostat w petni zrealizowany. Pani mgr

Natalia Piorkowska opracowata innowacyjny, matoczasteczkowy inhibitor/ligand kinazy
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FLT3 charakteryzujacy si¢ wysoka biodostgpnoscia po podaniu doustnym, niska
toksycznos$cig, lepszymi badz zblizonymi do zwigzkoéw referencyjnych tj. UNC2025 i MRX-
2843 parametrami fizykochemicznymi oraz korzystnym profilem farmakokinetycznym.
Imponujace jest takze stworzenie wirtualnej biblioteki zwigzkoéw liczacej 700 struktur.
W pracy Doktorantka otrzymata 110 zwigzkoéw, ktore w swojej strukturze posiadajg pierscien
pirymidynowy lub pirolopirymidynowy. Pochodne pirymidyny byly otrzymywane poprzez
wykorzystanie szeregu reakcji: (1) aromatycznego podstawienia nukleofilowego w potozeniu
C-4 5-bromo-2,4-dichloropirymidyny, (2) aromatycznego podstawienia nukleofilowego
W potozeniu C-2 oraz (3) reakcj¢ sprzggania Suzuki lub Sonogashira w potozeniu C-5.
Natomiast pochodne pirolopirymidyny Doktorantka otrzymata poprzez aromatyczne
aminowanie, krzyzowe sprzeganie Sonogashiry, cyklizacje, wprowadzenie grupy
zabezpieczajacej oraz bromowanie. W Kkolejnych krokach przeprowadzono aminowanie,
reakcje krzyzowego sprzegania Suzuki lub Sonogashiry oraz odbezpieczenie grupy
zabezpieczajacej. Poza klasycznymi reakcjami chemii organicznej mgr Pidrkowska
wykorzystala takze zastosowanie promieniowania mikrofalowego.

Ponadto wykonane zostaty testy biochemiczne oraz komorkowe, ktore pozwolity Doktorantce
wyznaczy¢ parametr 1Csy $wiadczacy o aktywnosci danych zwigzkow. Dodatkowo
przeprowadzone zostaly testy fizykochemiczne, ktore dostarczyly informacji zwigzanych
z rozpuszczalnoscia, lipofilowoscia oraz stabilnoscig chemiczng i mikrosomalna badanych
zwigzkow. Jak podaje Doktorantka ,,Jako struktury wiodace wybratam zwiazki o duzym
podobienstwie strukturalnym oraz o zblizonej warto$ci ICsp wzgledem przynajmniej jednego
zwigzku referencyjnego. Dla wybranych zwigzkéw wykonane zostaty badania in vitro oraz in
vivo. Jak rowniez testy okres$lajace ich rozpuszczalnos$¢, stabilno$¢ oraz biodostepnosé.
Trafity one takze na badania MTD w celu okres$lenia dla nich maksymalnej tolerowalne;j
dawki. W oparciu o dane z wykonanych dotychczas badan przedklinicznych jeden
z wybranych zwiazkéw o numerze 129 wykazuje duzy potencjat jako kandydat na lek.”

Niewatpliwie jest to znaczny sukces badawczy.
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Chcialbym w tym miejscu zada¢ Doktorantce kilka pytan:

1) Jak mozna wytlumaczy¢ niskie wydajnosci niektorych zwigzkéw np. 41, 43, 45
czy 477

2) Czy probowata Pani podja¢ proby badan molekularnych z wykorzystaniem metod
semiempirycznych?

3) Czy probowata Pani wykona¢ widma EI-MS i zaproponowac $ciezki fragmentacji
masowej — zwlaszcza pochodnych pirymidynowych?

4) Czy ktory$ ze zwiazkéw mozna byto badaé rentgenostrukturalnie?

5) Co uwaza Pani za najwickszy sukces swojej pracy?

Jesli chodzi o formalng strong przedstawionej do recenzji pracy chcialbym podkresli¢
jej przejrzystos¢ oraz dobre zilustrowanie wywodzonych tez rysunkami, schematami
1 tabelami. Zauwazylem kilka drobnych pomylek literowych, ale uwazam, ze jest to
praktycznie nie do uniknigcia. Z obowigzku Recenzenta musz¢ wymieni¢ zauwazone btedy
i niedoskonatos$ci pracy. I tak:

1) niedopatrzeniem Autorki jest strona edytorska pracy (np. str. 282 pozycja

1 brak inicjatu imienia autora, brak konsekwencji w numeracji zwigzkow);

2) brak konsekwencji w podawaniu wtasnych prac w pracy drukowanej 1 PDF;

3) skroty 0-, m- czy p- oraz N-alkilowanie etc. nalezy pisa¢ kursywa;

4) na Rysunku 3 (str. 38) brakuje krotkiego opisu, co w mojej opinii utatwitoby

zrozumienie catego szlaku;

5) Rysunek 5 (str. 47) jest ewidentnie za maty. Szlak metaboliczny Sorafenibu

jest bardzo ciekawy, a niestety z Rysunku 5 nie mozna go przesledzic;

6) Wzory zwigzkow 24 (str. 53), 25 (str. 56) oraz 28 (str. 64) sa wykonane

niestarannie, co obniza graficzng warto$¢ pracy;

7) Schemat 3 (str. 104) jest w stabej jakosci;

8) Schemat 8 (str. 113) jest niewyrazny;

9) Rysunek 22 (str. 238) to schemat;

10)  Sadze, ze mechanizm reakcji sprzggania Suzuki oraz Sonogashiry — dwoch

kluczowych reakcji sprzegania wykorzystywanych przez Doktorantke, nalezato
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pokaza¢ w kolorze np. za ksigzka: L. Kiirti, B. Czako, Strategic Applications of

Named Reactions in Organic Synthesis, Elsevier Academic Press, USA/UK
2005, str. 448 i 424;

11)  Brakuje numeracji atomoéw wegla w otrzymanych zwigzkach co ulatwitoby
interpretacje 1 przyporzadkowanie sygnatow protonow 1 atomoéw wegla
w podanych widmach magnetycznego rezonansu jadrowego;

Pragne podkresli¢, ze wymienione powyzej uwagi w zaden sposob nie wptywaja na

moja pozytywng ocen¢ pracy.

Reasumujgc stwierdzam, ze dysertacja Pani mgr Natalii Piorkowskiej speinia
wszystkie wymogi okre$lone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) Oraz
Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrze$nia 2016 roku
(w sprawie szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzenia czynnos$ci w przewodzie
doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora,
Dz.U.2016, poz. 1586). Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o przyjecie rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie mgr Natalii Piorkowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Prof. UAM dr hab. Tomasz Pospieszny
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