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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Olejkowskiej zatytutlowanej

»Zastosowanie technologii chemii mikrofalowej i przepfywowej w opracowywaniu
innowacyjnego mafoczasteczkowego inhibitora o wysokiej aktywnosci
antynowotworowej przeciwko ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL)"

przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu w celu uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w ramach wspotpracy
pomiedzy Uniwersytetem Mikotaja Kopernika a firmg farmaceutyczng Celon Pharma S.A. pod
kierunkiem prof. dr hab. Jacka Scianowskiego oraz dra Abdellaha Yamani, petnigcego role
promotora pomocniczego. Zadaniem badawczym jakiego podjefa sie mgr Patrycja Olejkowska
byto zaprojektowanie i synteza matoczasteczkowych inhibitoréw kinazy Mer, otrzymanych
poprzez modyfikacje zwigzku wiodgcego MRX2843, analiza wilasciwosci biologicznych,
optymalizacja warunkéw syntezy poprzez zastosowanie technologii mikrofalowej i
przeptywowej, a nastepnie powiekszenie skali w celu otrzymania wybranych pochodnych w
ilosciach  niezbednych do wykonania badan  warunkujgcych  mozliwos¢  wejscie

wyselekcjonowanych zwigzkdw w pierwsza faze badan klinicznych.

Kinaza tyrozynowa MER jest enzymem regulujgcym szlaki sygnatowe oraz ekspresje gendw
zwigzanych z przezywalnoscig komorek czy tez fagocytoza komodrek apoptotycznych. Poniewaz
MER ulega nadekspresji w wielu nowotworach, w tym w ostrych biataczkach, enzym
odpowiedzialny za ekspresje MER nalezy postrzegaé jako wazny cel terapeutyczny w
poszukiwaniu nowych substancji o dziataniu przeciwnowotworowym. Podjete przez Doktorantke
w ramach doktoratu wdrozeniowego proby poszukiwania nowych skutecznych inhibitorow

kinazy MER sg zatem w petni uzasadnione biezacymi potrzebami wspotczesnej medycyny.

Dysertacja ma ukitad klasyczny, powszechnie przyjety dla prac doktorskich o charakterze
dos$wiadczalnym i zawiera osiem gtdwnych rozdziatéw o tytutach odpowiednio: Wykaz skrotow,

Czesc  literaturowa, Czesc eksperymentalna, Podsumowanie badari wifasnych, Czesc
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doswiadczalna, Doktorat wdroZeniowy — wdroZenie do przemystu oraz Literatura. To liczace
282 strony opracowanie autorstwa mgr Patrycji Olejkowskiej przygotowane zostato niezwykle

starannie.

Opis prac przeprowadzonych w ramach studidw wiasnych poprzedzony zostat czescig
literaturowg, ktorg Doktorantka poswiecita charakterystyce biataczki, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ostrej biataczki limfoblastycznej, jej wystepowaniu, objawom, diagnozie, a
takze czynnikom prognostycznym oraz stosowanym schematom leczenia. W dalszej czeSci
opisano réwniez receptorowe kinazy tyrozynowe oraz przykfady ich znanych inhibitoréw. Ten
liczacy blisko 80 stron rozdziat stanowi doskonate wprowadzenie w podjeta tematyke

badawcza.

Zakres prac zostaly jednoznacznie okreslony, a poszczegdlne cele badawcze racjonalnie
zaplanowane. Na podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan.
Wyniki prac badawczych Doktorantka opisata w kolejnych podrozdziatach, a bardzo
szczegOtowa prezentacja wynikdw ujawnia istotny wkiad Doktorantki w powstanie koncepcji
badan, opracowaniu syntez zaprojektowanych zwigzkéw, potwierdzeniu ich budowy i czystosci,
a takze w interpretacji wynikow badan biologicznych pozyskanych w ramach wspdtpracy z

poszczegolnymi dziatami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma S.A.

Na wysoka ocene zastuguja racjonalne i w petni przemslane dziatania podjete w celu
zaprojektowania serii nowych pochodnych w oparciu o strukture wiodacg (zwigzek MRX2843),
a nastepnie wyselekcjonowanie zwigzkéw, ktdérych syntezy podjeta sie Doktorantka. W
projektowaniu serii nowych inhibitoréw kinazy tyrozynowej Mer wykorzystane zostaty metody
bioinformatyczne /n silico w oparciu, o ktore wygenerowana zostato pokazna liczba ok. 200 000
struktur, pochodnych MRX2843 zawierajacych uktad pirymidyny i pirolopirymidyny, a po
analizie danych takich jak masa molowa, logP, logD, akceptory/donory wigzan wodorowych i
liczba wigzan rotacyjnych ograniczono jg do 2000 zwigzkéw. Kolejnym  krokiem
zaprojektowanych badan bylo wykonanie dokowania do krysztatu kinazy MerTK i wizualizacja
poszczegdlnych zwigzkéw w kieszeni aktywnej receptora. Analiza obliczonych parametréw
fizykochemicznych, w tym rozpuszczalnosci, lipofilowosci, stabilnosci chemicznej, pozwolita na
wyselekcjonowanie 120 czasteczek, ktorych syntezy Doktorantka podjeta sie w ramach prac
badawczych bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy. Tak metodyczne podejscie do
projektowania zwigzkdw, niepozostawiajace miejsca na przypadkowo$¢ podejmowanych
dziatan, zastuguje na wysokie uznanie. Uwzgledniono modyfikacje struktury w miejscach grup
funkcyjnych odpowiedzialnych za wigzanie z biatkiem, nie pominigto réwniez waznego aspektu
zapewnienia odpowiedniej rozpuszczalnosci potencjalnych inhibitorow.
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Synteza zaprojektowanych zwigzkdw wymagata opracowania odpowiednich $ciezek syntezy,
funkcjonalizacje odpowiednimi podstawnikami szkieletu pirymidyny i pirolopirymidyny, a w
przypadku pochodnych pirolomirymidyny réwniez uprzednig konstrukcje centralnego fragmentu
heterocyklicznego. Z zadania opracowania. dogodnych metod syntezy zaprojektowanych
zwigzkow Doktorantka wywigzania sie znakomicie. Pochodne pirymidyny uzyskane zostaty
poprzez zastosowanie sekwencji reakcji obejmujgcej aromatyczne podstawienie nukleofilowe
przy C4 w 5-bromo-2,4-dichloropirymidynie, reakcje Suzuki przy C5, a nastepnie aromatyczne
podstawienie  nukleofilowe w  pozycji C2. Synteza odpowiednich  pochodnych
pirolopirymidynowych réwniez wykorzystujaca jako substrat 5-bromo-2,4-dichloropirymidyne
odbywata sie zas w wieloetapowej sekwencji reakcji obejmujacej: aromatyczne aminowanie,
sprzeganie Sonogashiry, cyklizacji, wprowadzenie grupy ochronnej na funkcje aktywne oraz
bromowanie, aminowanie, sprzeganie Suzuki i usuniecie grupy ochronnej. Uzyskano pokazng
biblioteke zwigzkdéw, ktdra w dalszym rozwinieciu badan gwarantowata rzetelne

przeprowadzenie analizy struktura-aktywnos$¢ w badanej grupie potaczen.

Przedstawione dowody strukturalne nie budzg watpliwosci. Mgr Patrycja Olejkowska
udowodnita, ze doskonale opanowata warsztat syntetyczny, swobodnie postuguje sie rowniez
nowoczesnymi metodami identyfikacji zwigzkdw organicznych o ztozonej strukturze. Opis widm
NMR jest poprawny. Mam drobny komentarz dotyczacy opisu widm !3C NMR; Doktorantka
precyzyjnie opisuje krotno$¢ wszystkich sygnatéw w tym singletdw, nie jest to oczywiscie
btedem, cho¢ zwyczajowo w widmach '3C NMR podajemy krotnos¢ jedynie tych sygnatéw, dla

ktorych konieczne jest wskazanie statej sprzezenia.

W ramach wspotprac z poszczegdlnymi dziatami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma
S.A. okreslono aktywno$¢ hamujacg otrzymanych zwigzkéw wzgledem kinazy Mer i wyznaczono
wartoéci logP. Szkoda, ze oprocz stabelaryzowania uzyskanych danych (str. 89-100)
Doktorantka nie pokusita sie o choéby krotki komentarz/dyskusje wynikéw, tym bardziej, ze do
dalszych badan wyselekcjonowano trzy zwigzki 89, 108 i 167, dla ktdrych uzyskane wartosci
ICso nie byly najnizsze sposrdd wszystkich przedstawionych we wspomnianych tabelach.
Wprawdzie Autorka dalej wyjasnia, ze wyselekcjonowane do dalszych badan zwigzki
wykazywaly najwieksze powinowactwo do kinazy Mer i najbardziej optymalne wiasciwosci
fizykochemiczne (70% strukturalnego podobienistwa w stosunku do zwigzku referencyjnego),
nie mniej jednak do$¢ lakoniczny sposdb opisu wynikdw w tej czesci, a przede wszystkim brak
odniesienia do wartoéci ICso w badanej serii pochodnych, pozostawia pewien niedosyt. W
dalszym rozwinieciu prowadzonych badan wykazano wysoka selektywnos$¢ badanych zwigzkéw
(89, 108 i 167) wobec kinazy Mer, w poréwnaniu z innymi kinazami (Axl i Tyro), a nastepnie
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wykonano badania aktywnosci metabolicznej z wykorzystaniem komodrek MOLM-13 i MV4-11. W
celu przeprowadzenia pogtebionych badan wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, w
tym badan toksykologicznych umozliwiajacych wejscie w pierwsza faze badan klinicznych,

powiekszono skale syntezy wyselekcjonowanych zwigzkéw do ilosci gramowych.

Biorgc pod uwage wdrozeniowy charakter prac, istotny fragment prowadzonych przez mgr
Olejkowska badan dotyczyt optymalizacji syntezy zwigzku referencyjnego (MRX2843) z
wykorzystaniem reaktora mikrofalowego oraz technologii przeptywowej, przy czym dokonano
optymalizacji warunkdw reakcji na kazdym z etapow Sciezki syntetycznej. tacznie
przeprowadzono imponujacg liczbe ponad 300 eksperymentéw, podczas ktérych wykazano
przewage technologii mikrofalowej w poréwnaniu z metoda klasyczng jak réwniez technologig
przeptywowa. Niezaprzeczalnym sukcesem tej czeSci prowadzonych logicznie prac jest
ostateczne skrdocenie catkowitego czasu syntezy z ponad 5 dni do niespetna 3 godzin, nie
nalezy réwniez zapomina¢ o aspekcie ekonomicznym, uzyto bowiem mniejszych ilosci

rozpuszczalnika, a na niektorych etapach ograniczono réwniez ilosci substratdw i katalizatora.

Podsumowujac pragne zaznaczyé, ze prace badawcze przedstawione w recenzowanej
rozprawie zostaly zaplanowane racjonalnie, a poszczegdlne zadania realizowano z petng
konsekwencja. Doktorantka udowodnita, ze potrafi pracowac zespotowo, angazujac sig w
interpretacje wynikdw pozyskiwanych na poszczegdlnych etapach realizacji projektu. Oprocz
pozytywnej oceny merytorycznej rozprawy, ktéra charakteryzuje wysoki stopien trudnosci
zwigzany z interdyscyplinarnym charakterem prowadzonych badan, na podkreslenie zastuguje
rowniez to, ze napisana ona zostata poprawnym jezykiem, cho¢ Doktorantce nie udato sie

uniknaé drobnych btedéw edytorskich/nieprecyzyjnych sformutowan:

e str. 4/str. 55: Doktorantka charakteryzuje ostrg biataczke limfoblastyczng ALL, uzywajac
pojecia ,ekspresja” w odniesieniu do kinazy tyrozynowej MER, podczas gdy ekspresji

ulega nie enzym, a gen wskutek nadmiernej aktywnosci enzymu;

e przedrostki w podstawnikach rozgatezionych powinny by¢ zapisane kursywa (np. tert-
butylo), podobnie jak oznaczenia wigzan faczacych pierscienie heterocykliczne (np.

pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina);

e str. 85-87: podstawniki zestawiono w tabeli 7 w do$¢ chaotyczny sposdb, zwilaszcza
jezeli analizuje sie je wspdlnie z wynikami aktywnosci inhibicyjnej dla poszczegdlnych

zwigzkow zebranych tabelarycznie na stronach 89-100.

Mgr Patrycja Olejkowska ma w swoim dorobku wspdtautorstwo trzech oryginalnych prac
naukowych opublikowanych w wysoko punktowanych czasopismach z listy JCR (European
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Journal of Medicinal Chemistry, Monatshefte fur Chemie — Chemical Monthly oraz Frontiers in
Oncology). W swoim dorobku posiada rowniez wystgpienia (komunikaty/postery)

zaprezentowane na zjazdach krajowych i zagranicznych.

Podsumowujac, z peilnym przekonaniem stwierdzam, ze praca mgr Patrycji
Olejkowskiej spetnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce; Dz.U. z 2020 r. poz. 85
Zz pozZniejszymi zmianami). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu Mikotaja Kopernika o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK
Zaktady Chemii Bioorganicznej

i lolroedeq,
prof. dr hab. Dorota G. Piofrowska
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