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dr hab. inz. Grazyna Groszek, prof. PRz Rzeszow, 24 lipca 2023
RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Marioli Stypik

pt. Opracowanie i synteza innowacyjnych zwigzkow matoczgsteczkowych, inhibitorow kinazy
PI3K, jako potencjalnych lekow w leczeniu tocznia rumieniowatego oraz innych chorob
zapalnych i autoimmunologicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana i opisana przez mgr
inz. Mariolg Stypik pod kierunkiem dra hab. inz. Zbigniewa Ochala jako promotora i dra inz.
Marcina Zagozdy jako opiekuna pomocniczego. Zostata ona wykonana na rzecz wspotpracy
pomiedzy Politechnika Warszawska a firmg farmaceutyczng Celon Pharma S.A. i weszta w tryb

doktoratu wdrozeniowego.

Badania, ktore sg przedmiotem opisu w rozprawie zostaly w przewazajacej kwocie
sfinansowane ze $rodkow projektow badawczych: Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
(PIKCEL ,,Preclinical and clinical development of innovative lipid kinases inhibitor as
a candidate for the treatment of steroid-resistant and severe inflammatory lung diseases”,
nr POIR.01.01.01-00-1341/15; KICHAI “Pre-clinical and clinical development of an
innovative PI3 delta kinase inhibitor of as a candidate for the treatment of inflammatory
disorders”, nr POIR.01.02.00-00-0085/18), Narodowego Centrum  Nauki (grant
nr 2019/35/N/NZ7/04312) oraz firmy farmaceutycznej Celon Pharma S.A., ktorej Doktorantka

jest etatowym pracownikiem.

Rozprawa doktorska mgr inz. Marioli Stypik ma form¢ spdjnego tematycznie zbioru
trzech artykutéw opublikowanych w latach 2022-2023, opatrzonych stosownym komentarzem
- przewodnikiem po publikacjach wraz z niezbg¢dnymi informacjami formalnymi, jakie
powinny znalez¢ si¢ w rozprawie doktorskiej. Rozprawa liczy 152 strony ma posta¢ dokumentu
pisSmienniczego. Znajdziemy tu oprocz strony tytulowej i1 podzigkowan rozdzialy:
dwustronicowe streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji zwigzanych
tematycznie z rozprawg i aktualnym wspotczynniku wptywu (IF) oraz punktacja MNiSW,
Komentarz do rozprawy doktorskiej z podrozdziatami Wiszep, Cel pracy, Metodologia i zakres
badan, w ktorym zawarte sa zagadnienia: Projektowanie inhibitorow kinazy PI3K, Wybranie
struktury najbardziej aktywnej i okreslenie zwigzku wiodgcego, ADMET, badania in vitro i in

vivo. Komentarz liczy 19 stron. Pozostate rozdziaty to: Omowienie wynikow stanowigcych
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podstawe rozprawy doktorskiej z podziatem na publikacje (15 stron); Wyniki wchodzgce
W sktad publikacji w trakcie przygotowania; Doktorat wdrozeniowy — wdrozZenie do przemystu,
Podsumowanie i wnioski; Literatura cytowana (77 pozycji); Wykaz publikacji nie wchodzgcych
w sktad rozprawy doktorskiej (4 pozycje, w tym ostatnia nieindeksowana); Wykaz posterow
I komunikatow ustnych (6 posteréow, 3 komunikaty) — razem 15 stron. Nastepnie, do rozprawy
dotagczone sg kopie trzech Publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej (68 stron)
a konczg rozprawe Oswiadczenia wspotautorow publikacji — jest ich 18, w tym trzy —

Doktorantki, dwa — Promotora, po dwa — wspoétautorow i trzy — Opiekuna pomocniczego.

Tematycznie spdjny materiat publikacyjny przedtozonej do recenzji rozprawy
doktorskiej ujrzat swiatto dzienne w czasopismach naukowych o zasi¢gu migdzynarodowym.
Opublikowano go w czasopismach indeksowanych w bazie JCR (Journal Citation Reports)
0 $rednim wspotczynniku wptywu IF=5,119 i sumarycznej liczbie punktow MNiSW 300. Sa
to prace opublikowane w Pharmaceuticals (2022, 15(8), 9271 2022, 15(8), 949) oraz Molecules
(2023, 28(8), 3531). Prace te sg wicloautorskie: pierwsze dwie liczg po 23. autorow, trzecia —
11. autorow. W publikacjach oznaczonych Pl i P2 (w czasopismie Pharmaceuticals)
Doktorantka jest autorem korespondencyjnym i na pierwszym miejscu; w trzeciej, oznaczonej
P3, jest drugim autorem. Wieloautorstwo w publikacjach P1-P3 podyktowane jest ztozonoscia
przedstawionych badan z obszarow syntezy organicznej, farmakologii i biologii. Zatem trudno
sobie wyobrazi¢ kompleksowe przedstawienie badan bez ich wsparcia wynikami wykonanymi
przez specjalistow. Precyzyjnie zostalo to ujete w akapicie Author Contributions
w publikacjach P1, P2 i P3. Zgodnie z oswiadczeniem Doktorantki, jej wktad autorski dotyczyt
gtownie syntezy, koncepcji pracy, analizy formalnej, badaniach i opracowaniu manuskryptu.
Doktorantka miata wsparcie zarowno w syntezie, jak i w badaniach oraz w opracowania

manuskryptow, gtéwnie w osobie Opiekuna pomocniczego dr Zagozdy.

By¢ moze wytlumaczeniem wieloautorowosci w publikacjach w Pharmaceuticals (P1 i P2),
jest fakt, ze wspotautorzy sg tworcami wynalazku opisanego w patencie PL 236355 B1 z datg
zgloszenia 02.04.2015, a udzielonego 11.01.2021 i patentu WO2016/157091. To wtlasnie
w patencie PL 236355 B1 zastrzezono strukture chemiczng CPL302253 (54) z publikacji P1.
Rowniez w cytowanym wyzej opisie patentowym ujawniono strategi¢ syntezy nowych struktur
chemicznych, ktora zostata wykorzystana w opisie syntez w P1-P3. Nie rozumiem, dlaczego
Autorka nie wyeksponowata w Komentarzu do rozprawy doktorskiej znaczenia syntetycznego
patentu PL236355 B1, bo patent WO2016/157091 jest anglojezyczng wersja patentu PL, i jest
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btednie cytowany. Mgr inz. Mariola Stypik figuruje w gronie tworcoOw wynalazku
przedmiotowego patentu ukryta pod paniefiskim nazwiskiem Sekular. Z etycznego punktu
widzenia nie ma powodu do nieujawniania numeru patentu PL 236355 B1 jako odnosnika

literaturowego.

Pytanie: Czym kierowala si¢ Pani dotaczajac Oswiadczenia... tylko niektorych

wspotautorow?

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej zostaly poddane wnikliwym
recenzjom przez grono specjalistow z danej dziedziny oraz przez edytoréw naukowych czasopism.
Na pewno zostalo to spelnione w obszarze badan farmakologicznych i biologicznych, mam jednak
pewne watpliwosci, czy wypeltniono to w obszarze syntezy chemicznej, ale o tym w dalszej czesci

recenzji.
Ocena merytoryczna pracy

We wstepie rozprawy doktorskiej mgr inz. Mariola Stypik odpowiada na pytanie: Dlaczego
I klasa kinaz PI3K jest celem terapeutycznym? Lista schorzeh medycznych powigzanych
z dziataniem wzgledem kinazy PI3K (szczegdlnie I klasy) jest dtuga. Zatem poszukiwanie nowych
skutecznych zwigzkow chemicznych w terapii choréb nowotworowych, zapalnych
i autoimmunologicznych jest wazne. Skondensowanym przegladem literatury przybliza
czytelnikowi podziat kinaz PI3K, mechanizm dziatania inhibitorow kinazy PI3K3, aby ujawnic,
ktora ogodlna struktura chemiczna bedzie przedmiotem modyfikacji chemicznej
Z przeznaczeniem do wstepnych badan farmakologicznych i biologicznych w leczeniu tocznia
rumieniowatego, SLE. Doktorantka, z wykorzystaniem informacji literaturowych, uzasadnia
wybranie fragmentu pirazolo[1,5-a]pirymidynowgo (Rys. 3) jako kluczowego w nowych
syntezowanych zwigzkach. Nazywa go rdzeniem, wskazuje pozycje, w ktére beda
whbudowywane podstawniki R i R? (pozycje 2 i 5). A tak naprawde to rdzeniem jest fragment
7-(morfolino-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyny. Wszystkie koncowe struktury chemiczne,
opisane w rozprawie doktorskiej, zawierajg przedmiotowy fragment. Obecno$¢ podstawnika
morfolinowego w pozycji 7 w strukturze pirazolo[1,5-a]pirymidyny jest kluczowa dla
aktywnosci. Po tym wprowadzeniu Doktorantka okresla cele jakie chce osiagnaé. Jest ich szes¢.
Pierwsze cztery sa zgodne z wynikami zamieszczonymi w publikacjach P1-P3. Cel piaty zostat

sformutowany nieprecyzyjnie. Nie ma opisu poréwnawczego do zmniejszenia liczby etapow
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syntezy czy redukcji kosztéw. Cel szdsty - nie ma opisu technologii syntezy zwiazku —

kandydata do badan I-szej fazy klinicznej. Zreczniej by byto tu uzy¢ czasu przysziego.

W podrozdziale ,,Metodologia i zakres badan” Doktorantka przybliza kuchnig¢
osiaggni¢cia celu pracy z uwzglednieniem stanu wiedzy (czysto$ci patentowej), dokowania,
wlasnych wynikéw opatentowanych przez firm¢ Celon Pharma S.A. Niestety, tutaj odno$nik
[12] jest blednie cytowany. Prosze o wyjasnienie. PO wykonaniu syntez nowych struktur
chemicznych, szeregu badan ich wiasciwos$ci fizykochemicznych, okresleniu ich parametrow
farmakokinetycznych, wybrano grupg kandydatow (jest ich 5) do dalszych badan z przestaniem
do badan przedklinicznych. Powigkszono skale syntezy do 10 g wybranych kandydatow do
dalszych badan, ale nie podano szczegdélow. Rozszerzono badania aktywnosci, wybrano
zwigzek 6 do wstepnych badan biologicznych i zakwalifikowano jako struktur¢ wiodaca.
Wyniki badan ADMET potwierdzily shluszno$¢ wyboru zwigzku 6 i przejScie do badan
toksykologicznych.

W  rozdziale piatym ,,Omowienie wynikow...., Doktorantka krotko omawia
najwazniejsze wyniki badan ujawnionych w publikacjach P1-P3. Tworza one tematycznie
catos¢. W omowieniu P1 i P2 nie znajdziemy odno$nikow (sa w oryginalnych publikacjach),

natomiast omowienie P3 zostato o nie wzbogacone.

Z duzym rozczarowaniem czytalam fragmenty w rozdziale pigtym odnoszace si¢ do
otrzymywania nowych zwigzkow chemicznych z przeznaczeniem do badan. Razaco brakuje
W analizowanym fragmencie odno$nikow literaturowych, ktore byty inspiracja do rozwigzania
syntetycznego. Tutaj to wlasnie powinien by¢ wypunktowany patent PL 236355 B1 z 2021
roku. Jesli podobne rozwigzania syntetyczne stosowane przez Doktorantke w otrzymywaniu
nowych zwigzkoéw byly opisane w literaturze czy to patentowej czy czasopismach (np. patent
WO003/101993 Al i WO 2013/028263 Al), to powinny by¢ one wypunktowane.
Reguta/obowigzkiem Tworcy publikacji jest, aby w naukowych pisemnych opracowaniach, do
ktorych zaliczamy rozprawy doktorskie, byty cytowania zwigzane tematycznie. Doktorantka,
jako pierwszy i korespondencyjny autor publikacji P1-P2 uwzglednia cytowania w obszarze
farmakologicznym. Gorzej przedstawia si¢ ten problem (cytowan) w obszarze chemicznym.
Nie wiadomo, ktére zwigzki byly juz opisane (brak odnos$nikoéw), a ktére sg nieopisane
w literaturze. Do tego dochodzi niepelny opis wiasciwosci fizycznych otrzymanych zwigzkow,

takich jak temperatura topnienia, analiza elementarna, widma IR, UV-VIS. Co ciekawe,
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w opisach wykonania Autorka produkty syntezy opisuje jako ,,a white solid”, powinno byc¢:

,,colourless solid”.

Doktorantka zafascynowana jest analiza HRMS, ktéra podana jest dla wszystkich opisanych
produktow w P1-P3. Z przykrosciag nie znalaztam oznaczen analizy elementarnej, zwtaszcza
dla produktow w postaci krystalicznego osadu. Ona to jest wyznacznikiem czystosci
analizowanego zwigzku. Obecno$¢ jonu m/z= [M+H]* znaleziona w zgodnosci z obliczong nie
jest wyznacznikiem czystosci otrzymanego zwigzku. Pytanie do Doktorantki, czy byly

wykonane pomiary temperatury topnienia i analizy elementarne. Jesli nie, to dlaczego.

Brak jest w rozdziale Omoéwienie wynikow... Krytycznego komentarza do analizowanych
transformacji chemicznych zilustrowanych schematami 1 i 2. Nie wszystkie etapy syntezy
miaty 100% wydajnosci. Czy badano produkty uboczne? One to niejednokrotnie takze sa

przedmiotem badan farmakologicznych.

Nie rozumiem sformutowania ,,optymalizacja podstawnika R? (str. 22) - prosze wyjasnic.
Co Pani rozumie pod sformutowaniem ,,...wigzanie zasadowe...” (str. 13 wiersz 6 od dotu).
Ocena formalna pracy

W Streszczeniu w jezyku polskim Doktorantka z pietyzmem tlumaczy nam skroty
angielskie takie jak NMR, HPLC, MS, a zaniedbuje wyjasnienie kluczowego parametru
farmakologicznego ICxo.

W rozdziale ,,Cytowana literatura”, str. 40, wkradlo si¢ sporo btedow, zwlaszcza w czesci
odnoszacej si¢ do sposoboéw otrzymania nowych zwigzkow — cz. chemiczna. Btednie cytowany
jest odnosnik [12] na str. 19, to samo dotyczy odno$nika [42] str. 15. Ten ostatni jest kluczowy

z punktu widzenia realizacji syntezy opisanych struktur w publikacjach P1-P3.

Doktorantka pisze w podrozdziale 4.3.2 Wybor kandydatow do rozwoju i okreslenie zwigzku
wiodgcego, tu cytat: ,,\wykonano syntezg¢ wybranych kandydatow w wigkszej skali (do 10 g)”,
a w rozdziale 8. Podsumowanie i wnioski, pisze ,,CPL302415 zostal wyselekcjonowany jako
zwigzek wiodgcy w leczeniu tocznia rumieniowatego - najbardziej aktywna i selektywna
struktura oparta na strukturze 2-metylodifluorobenzimidazolu (P2). Czgsteczka zostata
zsyntezowana w wigkszej skali (jednego kilograma)”. Nie ma opisu syntezy CPL302415
w publikacji P2 w skali 1 kg. Nie ma tez opisow W publikacjach P1-P3 otrzymywania

kandydatow w skali przekraczajacej 1g. Sg opisane sposoby otrzymania niektorych zwigzkow
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posrednich w skali gramowej. Jest jeden opis otrzymywania zwiazku 13 (w P2) w skali 100
gramowej, ale z zabawnym btedem: trudno bowiem oddzieli¢ faz¢ wodng od organicznej (DMF

+ octan etylu), ktorej objeto$¢ wynosi ponad 2,5 L, po dodaniu tylko 3 mL wody.

Zwiagzek CPL302415, w publikacji P2 o nr. 6, otrzymany zostal w skali miligramowe;j
i scharakteryzowany opisem widma 'H-NMR o rozdzielczosci 600 MHz. Zastanawia mnie
rozbiezno$¢ W przypisaniu warto$ci przesuni¢¢ chemicznych sygnatéw rezonansowych

w opisie tekstowym z zatgczonym widmem zwigzku 6 w Supplementary data.

Co wigcej, dysponujac widmem zwigzku 6, wykonanym na aparacie o rozdzielczosci 600 MHz,

precyzyjniej mozna bylo okresli¢ multipletowo$¢ poszczegdlnych sygnatow rezonansowych
1 przypisanie protonéw do pozycji w strukturze chemicznej 6. Prosz¢ o komentarz.

W “Komentarzu do...” brak jest komunikacji rysunkow, schematéw i tabel z tekstem.

Utatwieniem bytoby wskazanie numerdéw pozycji w rdzeniu struktury chemicznej.

Uchybienia stylistyczne i jezykowe: Doktorantka naduzywa w polskojezycznym fragmencie
rozprawy takich sformutowan jak: ,,w oparciu” czy ,,opartych” zamiast ,,metoda/sposobem”,
czy ,zawierajace w swej strukturze”; ,,w celu” zamiast ,,dla”, ,aby”; ,na podstawie”
(nagminnie) zamiast ,,zgodnie”, ,,stosownie do”; ,,poswigcona” zamiast ,,dotyczy”; ,,skupiono

si¢” zamiast ,,skoncentrowano si¢”.

Praca jest napisana poprawnie, wyraznie wyczuwa si¢ presj¢ terminu ztozenia pracy Czy

terminu zakonczenia realizowanych grantow, stad wiele potknig¢.

W konkluzji, nie mam innych uwag merytorycznych i formalnych.

Autorka wykonata ogromng liczbe eksperymentéw, wykazala umiejetnos¢é analizy
otrzymywanych wynikow i taczeniu ich struktury chemicznej z modelem odpowiedzi
aktywnosci farmakologicznej. Doktorantka osiggneta cztery cele, ktore postawita sobie na
pierwszych stronach dysertacji. Zaprezentowany material literaturowy, dyskusyjny
i doswiadczalny jest wystarczajacy do podjecia decyzji przez recenzentke o dopuszczeniu do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Praca doktorska mgr inz. Marioli Stypik spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z punktami 1- 4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r
(Dz.U. 2018 poz. 1668 art. 187). Wnosz¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych
Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie jej Autorki do dalszych

(/“‘t\ L _ I/O)YQ/QL
-7

etapow przewodu doktorskiego.
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