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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji olejkowskiej za$ułowanej

,,Zastosowanie technologii chemii mikrofalowej i przepływowej w opracowywaniu

innowacyjnego małocząsteczkowego inhibitora o wysokiej aktywności

anĘnowotworowej pzeciwko ostrej białaczce limfoblasĘcznej (ALL/
przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziału Chemii Uniwersytetu

Mikołaja Kopernika w Toruniu w celu uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska została przygotowana W ramach wsp łpracy

pomiędzy Uniwersytetem Mikołaja Kopernika a firmą farmaceuĘczną Celon Pharma S.A. pod

kierunkiem prof. dr hab. Jacka ścianowskiego oraz dra Abdellaha Yamani, pełniącego rolę

promotora pomocniczego. Zadaniem badawczym jakiego podjęła się mgr Patrycja olejkowska

było zaprojektowanie i synteza małocząsteczkowych inhibitor w kinazy Mer, otaymanych

poprzez modyfikację związku wiodącego MRX2B43, analiza właściwości biologicznych,

opĘmalizacja warunk w syntezy poprzez zastosowanie technologii mikrofalowej i

pzepływowej, a następnie powiększenie skali w celu otrzymania wybranych pochodnych w

ilościach niezbędnych do wykonania badari warunkujących możliwość wejście

wyselekcjonowanych związk w w pierwszą fazę badari klinicznych.

Kinaza Ęrozynowa MER jest enzymem regulującym szlaki sygnałowe oraz ekpresję gen w

związanych z przeżywalnością kom rek ey teŻ fagocytozą kom rek apoptotycznych. Poniewaz

urR uIega nadekspresji w wielu nowotworach, W tym w ostrych białaczkach, enzym

odpowiedzialny za ekspresję MER nalezy postrzegać jako ważny cel terapeutyczny W

poszukiwaniu nowych substancji o działaniu przeciwnowotworowym. Podjęte przez Doktorantkę

w ramach doKoratu wdrozeniowego pr by poszukiwania nowych skutecznych inhibitor w

kinazy MER są zatem w pełni uzasadnione bieżącymi potrzebami wsp łczesnej medycyny.

Dysertacja ma układ klasyczny, powszechnie pęyjęty dla prac doKorskich o charakterze

doświadczalnym i zawiera osiem gł wnych rozdział w o Ę1tułach odpowiednio: Wykaz skr tc5w,

Część literaturowa, Część ekperymentalna, Podsumowanie badari własnych, Część
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doświadealna, Doktorat wdrozeniowy _ wdrozenie do ptzemysłu oraz Literatura. To liczące

2B2 strony opracowanie autorstwa mgr Patrycji olejkowskiej przygotowane zostało niezwykle

starannie.

opis prac pzeprowadzonych W ramach studi w własnych poprzedzony został częścią

literaturową, kt rą Doktorantka poświęciła charakterystyce białaczki, ze szczeg lnym

uwzględnieniem ostĘ białaczki limfoblasĘcznej, jej występowaniu, objawom, diagnozie, a

także czynnikom prognosĘcznym oraz stosowanym schematom leczenia. W dalszej części

opisano r wnież receptorowe kinazy tyrozynowe oraz przykłady ich znanych inhibitor w. Ten

liczącr1 blisko 80 stron rozdział stanowi doskonałe wprowadzenie w podjętą temaĘkę

badawczą.

Zakres prac zostały jednoznacznie określony, a poszeeg lne cele badawcze racjonalnie

zaplanowane. Na podkreślenie zasługuje interdyscyplinarny charakter prowadzonych badari.

Wyniki prac badawczych Doktorantka opisała W kolejnych podrozdziałach, a bardzo

szczeg łowa prezentacja wynik w ujawnia istotny wkład Doktorantki w powstanie koncepcji

bada , opracowaniu syntez zaprojektowanych związk w, potwierdzeniu ich budowy i czystości,

a także w interpretacji wynik w bada biologicznych pozyskanych w ramach wsp łpracy z

poszczeg lnymidziałami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma S.A.

Na wysoką ocenę zasługują racjonalne i w pełni przemślane działania podjęte w celu

zaprojektowania serii nowych pochodnych w oparciu o strukturę wiodącą (związek MRX2B43),

a następnie wyselekcjonowanie związk w, K rych syntezy podjęła się Doktorantka. W

projektowaniu serii nowych inhibitor w kinazy tyrozynowej Mer wykozystane zostały metody

bioinformatyczne in sihćow oparciu, o kt re Wygenerowana zostało pokaźna liczba ok. 200 000

struktur, pochodnych MRX2B43 zawierających układ pirymidyny i pirolopirymidyny, a po

analizie danych takich jak masa molowa, logP, logD, akceptory/donory wiązari wodorowych i

liczba wiązari rotacyjnych ograniczono ją do 2000 związk w. Kolejnym krokiem

zaprojektowanych badari było wykonanie dokowania do kryształu kinazy MerTK i wizualizacja

poszczeg lnych związk w w kieszeni akĘwnej receptora. Analiza obliczonych parametr w

fizykochemicznych, W tym rozpuszczalności, lipofilowości, stabilności chemicznej, pozwoliła na

wyselekcjonowanie 120 cząsteczek, kt rych syntezy Doktorantka podjęła się w ramach prac

badawczych będących przedmiotem niniejszej rozprawy. Tak metodyczne podejście do

pĘeftowania związk w, niepozostawiające miejsca na przypadkowość podejmowanych

działa , zasługuje na wysokie uznanie. Uwzględnion modyfikacje struktury w miejscach grup

funkcyjnych odpowiedzialnych za wiązanie z białkiem, nie pominięto r wnież ważnego aspektu

za pewn ienia odpowiedniej rozpuszcza lności potencja l nych in hibitor w.
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Synteza zaprojektowanych związk w wymagała opracowania odpowiednich ścieżek syntezy,

funkcjonalizację odpowiednimi podstawnikami szkieletu pirymidyny i pirolopirymidyny, a w
przypadku pochodnych pirolomirymidyny r wniez upzednią konstrukcję centralnego fragmentu

heteroryklicznego. Z zadania opracowania. dogodnych metod syntezy zaprojektowanych

związk w Doktorantka wywiązania się znakomicie. Pochodne pirymidyny uzyskane zostaĘ

poprzez zastosowanie sekwencji reakcji obejmującej aromaĘczne podstawienie nukleofilowe

przy C4 w 5-bromo-Ż,4-dichloropirymidynie, reakcję Suzuki przy C5, a następnie aromatyczne

podstawienie nukleofilowe W pozycji CŻ. Synteza odpowiednich pochodnych

pirolopirymidynowych r wnież vrykorzystująca jako substrat 5-bromo-2,4-dichloropirymidynę

odbywała się zaś w wieloetapowej sekwencji reakcji obejmującej: aromaĘczne aminowanie,

sprzęganie Sonogashiry, cyklizaĄi, wprowadzenie grupy ochronnej na funkcje aktywne oraz

bromowanie, aminowanie, sprzęganie Suzuki i usunięcie grupy ochronnej. Uzyskano pokaźną

bibliotekę związk w, kt ra W dalszym rozwinięciu badari gwarantowała zetelne

przeprowadzenie a na l izy struKura-a ktywność w badanej g rupie połącze .

Pzedstawione dowody strukturalne nie budzą wątpliwości' Mgr Patrycja olejkowska

udowodniła, że doskonale opanowała warsztat syntetyczny, swobodnie posługuje się r wnież

nowoczesnymi metodami idenĘfikacji związk w organicznych o złożonej strukturze. opis widm

NMR jest poprawny. Mam drobny komentaz dotyczący opisu widm 13c NMR; Doktorantka

preryzyjnie opisuje krotność wszystkich sygnał w W tym singlet w, nie jest to oczywiście

błędem, choć zwyczajowo w widmach 13c NMR podajemy krotność jedynie Ęch sygnał w, dla

K rych konieczne jest wskazanie stałej spzężenia.

W ramach wsp łprac z poszeeg lnymi działami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma

S.A. określono aktywność hamującą otrzymanych związk w względem kinazy Mer iwyznaczono

wartości logP. Szkoda, Że opr cz stabelaryzowania uzyskanych danych (str. 89-100)

Doktorantka nie pokusiła się o choćby kr tki komentaz/dyskusję wynik w, Ęm bardziej, ze do

dalszych bada wyselekcjonowano trzy związki 89, 108 i 167, dla kt rych uzyskane wartości

ICso nie byĘ najnizsze spośr d wszystkich przedstawionych we wspomnianych tabelach.

Wprawdzie Autorka dalej wyjaśnia, że wyselekcjonowane do dalszych bada związki

wykazywaĘ największe powinowactwo do kinazy Mer i najbardziej opĘmalne właściwości

fizykochemiene (70o/o strukturalnego podobie stwa w stosunku do związku referencyjnego),

nie mniej jednak dość lakoniczny spos b opisu wynik w w tej części, a przede wszystkim brak

odniesienia do wartości ICso W badanej serii pochodnych, pozostawia pewien niedosyt. W

dalszym rozwinięciu prowadzonych bada wykazano wysoką selektywność badanych związk w

(89, 1o8 iL67) wobec kinazy Mer, w por wnaniu z innymi kinazami (Axl iTyro)' a następnie

Katedra Chemii Bioorganicznej i Biokoordynacyjnej

Zakład Chemi i Bioorganicznej

90-15tŁ dź |ul. Muszyriskiego 1

tel. (042) 677 92 33
e-mali : dorota. piotrowska@umed. lodz. pl

www.umed.pl



UruIW[R5YTfiT
MADYCZhIY
\'V ŁODZI

wykonano badania aktywności metabolicznej zwykorzystaniem kom rek MOLM-13 i MV4-11. W

celu przeprowadzenia pogłębionych badari właściwości fizykochemicznych i biologicznych, w

Ęm badari toksykologicznych umożliwiająrych wejście w pierwszą fazę badari klinicznych,

powiększono skalę syntezy wyselekcjonowanych związk w do ilości gramowych.

Biorąc pod uwagę wdrozeniowy charakter prac, istotny fragment prowadzonych przez mgr

olejkowską bada dotyczył optymalizacji syntezy związku referencyjnego (MRX2B43) z

wykorzystaniem reaktora mikrofalowego oraz technologii przepĄpowej, przy czym dokonano

opĘmalizaQi warunk w reakcji na kazdym z etap w ścieżki syntetycznej. Ęcznie
pzeprowadzono imponującą liczbę ponad 300 eksperyment w, podczas kt rych wykazano

przewagę technologii mikrofalowej w por wnaniu z metoda klasyczną jak r wnież technologią

przepływową. Niezaprzeczalnym sukcesem tej części prowadzonych logicznie prac jest

ostateczne skr cenie całkowitego czasu syntezy z ponad 5 dni do niespełna 3 godzin, nie

należy r wnież zapominać o aspekcie ekonomicznym, uzyto bowiem mniejszych ilości

rozpuszczalnika, a na niekt rych etapach ograniczono r wnież ilości substrat w i katalizatora.

Podsumowując pragnę zaznaeyć, Że prace badawcze przedstawione W recenzowanej

rozprawie zostały zaplanowane racjonalnie, a poszczeg lne zadania realizowano z pełną

konsekwencją. Doktorantka udowodniła, Że potrafi pracować zespołowo, angażując się w

interpretację wynik w pozyskiwanych na poszczeg lnych etapach realizacji projektu. opr cz
pozytywnej oceny mefiorycznej rozprawy, kt rą charakteryzuje wysoki stopieri trudności

związany z interdysryplinarnym charakterem prowadzonych badari, na podkreślenie zasługuje

r wnież to, że napisana ona została poprawnym językiem, choć Doktorantce nie udało się

uniknąć drobnych błęd w edytorskich/nieprecyzyjnych sformułowa l

str. 4/str. 55: Doktorantka charakteryzuje ostrą białaczkę limfoblasĘczną ALL, używając

pojęcia ,,ekspresja'' w odniesieniu do kinazy Ęrozynowej MER, podczas gdy ekspresji

ulega nie enzym' a gen wskutek nadmiernej akĘwności enzymu;

pzedrostki w podstawnikach rozgałęzionych powinny być zapisane kursywą (np. tert'

buĘlo), podobnie jak oznaczenia wiązari łącząrych pierścienie heterocykliczne (np.

pirolo[2, 3-d] pirymidyno-2-a m ina);

. str. 85-87: podstawniki zestawiono W tabeli 7 w dość chaoĘczny spos b, zwłaszcza

jeżeli analizuje się je wsp lnie z wynikami aktywności inhibicyjnej dla poszczeg lnych

związk w zebranych tabelarycznie na stronach 89-100.

Mgr Patrycja olejkowska ma w swoim dorobku wspołautorstwo trzech oryginalnych prac

naukowych opublikowanych w wysoko punktowanych czasopismach z lisĘ JCR (European
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Joumal of Medbnal Chemistry MonaBhefte fur Chemie - Chemical Monthly oraz Frontierc in

oncolog1)1. W swoim dorobku posiada r wniez wysĘpienia (komunikaĘ/postery)

zaprezentowane na zjazdach krajowych i zagranicznych.

Podsumowując, z pełnym przekonaniem stwierdzam' że praca mgr Patrycji

olejkowskiej spełnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z
dnia 2o lipca 2o78 n Prawo o szkolnictwie wyźszym i nauce; Dz.U. z 2o2o n poz, 85
z p źniejszymi zmianamĄ. Wnoszę zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne

Wydziału Chemicznego Uniwersytetu Mikołaja Kopernika o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etap w przewodu doktorskiego.

KITFI,OWNIK
zakładu Chernii Bioorganicznej
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Wf, df hab. Darota G. Piatrowska
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