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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Marioli Stypik
pt.: Opracowanie i synteza innowacyjnych zwigzkow matoczgsteczkowych, inhibitorow
kinazy PI3K, jako potencjalnych lekéw w leczeniu tocznia rumieniowatego oraz innych

chorob zapalnych i autoimmunologicznych.

wykonanej pod opieka naukowa dr hab. inz. Zbigniewa Ochala, prof. uczelni
oraz

dr inz. Marcina Zagozdy, petniagcego rol¢ promotora pomocniczego

Podstawe formalng wykonania recengyi stanowi pismo Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Warszawskiej 3 dnia 25.05.2023 roku g0dnie 3 Uchwatq nr 327/ 32/ 2023 podjeta w dniu
23.05.2023 r.

Prace wykonane przez mgr inz. Mariole Stypik, wykonane w ramach doktoratu
koncentrowaly si¢ gléwnie na poszukiwaniu nowych selektywnych inhibitoréw 3-kinazy
fosfoinozytydu & (PI3KS3). Bioczasteczka ta pelni niezwykle wazng role sygnalizacyjna, reguluje
réznicowanie, proliferacje, migracje 1 przezycie komoérek gléwnie odpornosciowych.
Nadaktywnos¢ tego bialka powoduje dysfunkcje komoérkowe w wielu chorobach zapalnych i
autoimmunologicznych, w tym astmie, przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (POChP), czy
toczniu rumieniowatym.

Doktorantka podczas swoich badann koncentrowala si¢ na poszukiwaniu i rozwijaniu

malych czasteczek chemicznych, ktére moga selektywnie wplywaé na konkretny cel molekularny
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zwlgzany z patogeneza m.in. tocznia rumieniowatego; w tym przypadku byla to kinaza PI3K.
Odkrywanie takich matoczasteczkowych lekéw moze umozliwi¢ bardziej ukierunkowane i celowe
podejscie do leczenia choroby. Warto podkresli¢, Zze poszukiwanie nowych terapii jest procesem
niezwykle zlozonym i czasochlonnym, wymagajacym wielu badan, w tym badan klinicznych w
celu potwierdzenia skutecznosci i bezpieczenstwa nowych lekow.

Recenzowana rozprawa doktorska, napisana przez Pania mgr inz. Mariole Stypik,
poswigcona jest otrzymaniu zwigzku czynnego biologicznie, potencjalnego leku stosowanego w
leczeniu tocznia rumieniowatego, ktory stanowi chorobe wielonarzadowa o zlozonym
mechanizmie. W tym celu przeprowadzone zostaly badania teoretyczne majace na celu
projektowanie 7 silico nowych zwigzkéw opartych na szkielecie pirazolo[1,5-a]pirymidyny,
przeprowadzenie analizy SAR oraz modelowania molekularnego. Kolejnym etapem bylo
zaprojektowanie optymalnego procesu syntezy inhibitoréw PI3K, pozwalajacego na stworzenie
biblioteki potencjalnych selektywnych inhibitoréw PI3K o odpowiednich wlasciwosciach
fizykochemicznych oraz obnizenie kosztéw produkeji zwiazku przy zachowaniu wysokiej
wydajnosci procesu. Zsyntetyzowanych zostalo ok. 130 zwiazkéw, potencjalnych inhibitoréw
kinazy PI3K. Na podstawie wynikow badan zz witro wytypowano zwigzek, CLP302415,
selektywnie hamujacy aktywno$¢ kinazy PI3KS. Dla wybranego zwiazku przeprowadzono prace
nad powickszeniem skali, badania 7/# vitro oraz ADMET. Koncowym etapem badan bylo
poddanie ww. zwigzku badaniom toksykologicznym. Obecnie zwiazek ten przygotowywany jest

do badan klinicznych I fazy.

Przedstawiona do oceny rozprawa skonstruowana jest w formie kompilacji trzech
artykuléw opublikowanych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, znajdujacych si¢ na
liscie filadelfijskiej. Do kolekcji artykuléw dolaczony zostal krotki wstep, w ktérym autorka
przedstawila wybrane zagadnienia bezposrednio zwigzane z tematyka przeprowadzonych badan a
takze skondensowany opis celéw, metodologii przeprowadzonych badan oraz uzyskanych
wynikow.

Podstawg recenzowanej pracy sq trzy oryginalne artykuly naukowe opublikowane w
renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej. Artykuly o lacznym IF wynoszacym 15,357
opublikowane zostaly w: Pharmacenticals IF = 5,215, punkty MEIN = 140), Pharmaceuticals (1F =
5,215, punkty MEIN = 140) oraz Molecules IF = 4,927, punkty MEIN = 140).

Autorka okreslita swéj udzial w realizacji wszystkich prac w sposéb opisowy. Z opisu
tego wynika, ze jej rola w realizacji wszystkich prac bedacych podstawa doktoratu dotyczyla

projektowania struktur nowych zwiazkéw, planowania i przeprowadzenia syntez, optymalizacji
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procesu powigkszania skali, analizowania otrzymanych wynikow, a takze pisania publikacji oraz
przeprowadzania analizy literatury. Tematem wiazacym wszystkie prace jest projektowanie
struktur nowych, selektywnych inhibitoréw PI3K, ich synteza, przebadanie zwiazkéw pod katem
aktywnosci biologicznej, jak rowniez optymalizacja procesu powigkszania skali syntezy.

Cele zdefiniowane we wstepie przez Autorke rozprawy dotycza trzech gléwnych
aspektow. Pierwszy z nich jest zwiagzany z problematyka projektowania struktur potencjalnych
lekéw oraz mechanizmem oddzialywania nowych zwigzkéw z celem molekularnym na poziomie
molekularnym. Drugi cel dotyczy zaplanowania, przeprowadzenia syntezy nowych zwigzkdéw oraz
optymalizacji procesu powigkszania skali syntezy. Trzeci cel dotyczy wytypowania zwigzku o
optymalnych wlasciwosciach farmakologicznych i wdrozenie do produkcji opracowanej wczesniej
technologii syntezy inhibitorow PI3K.

Dotlaczone do zestawu publikacji Streszczenie oraz Komentarz do rozprawy doktorskiej
sa dos¢ zwigzle 1 pokazuja, ze Autorka rozprawy doskonale porusza si¢ w tematyce
prowadzonych przez siebie badan. Tres¢ wstgpu wprowadza czytelnika w tematyke rodziny kinaz
PI3K i ich wplywu w powstawanie wielu schorzen, inhibitoréw PI3K, roli tzw. ,,potki
tryptofanowej” pelniacej role w selektywnym oddzialywaniu lekéw z PI3K oraz wplywu
konkretnych podstawnikéw w wiodacej strukturze na aktywnos$c i selektywnos¢ dziatania. W
kolejnych sekcjach wstepu, dotyczacych metodologii i zakresu badan, znajduje si¢ jedynie
przyblizenie najwazniejszych informacji na temat projektowania nowych zwigzkéw 1 ich
dokowaniu do dwoéch modeli kinazy PI3KS3, syntezy oraz przeprowadzenia badan ADMET. Z
uwagi na szeroki zakres przeprowadzonych badan interdyscyplinarnych dokladniejsze informacije
na temat badan eksperymentalnych daltyby lepszy wglad w catos¢ projektu.

Wigcej szczegdtdw na temat metodologii i uzyskanych wynikéw znajduje si¢ w kolejnych
rozdziatach, dotyczacych konkretnych publikacji wchodzacych w cykl rozprawy doktorskiej
(rozdzial 5). Rozdzial 6 stanowi opis badant wchodzacych w sktad publikacii , ktora jest w trakcie
przygotowania. Rozdzial 7 dostarcza informaciji na temat realizowanego doktoratu, ktory jest
doktoratem wdrozeniowym. Natomiast, rozdzial 8 stanowi podsumowanie najwazniejszych
wynikéw uzyskanych w toku badan opisanych w niniejszej rozprawie. Kolejny rozdzial stanowi
bibliografia obejmujaca 77 pozycji literaturowych. W dalszych cz¢sciach rozprawy doktorskiej
znajduje si¢ wykaz publikacji 1 doniesient konferencyjnych prezentowanych przez Doktorantke,
publikacje z cyklu oraz o§wiadczenia Doktorantki i wspélautoréw prac

Ponizej omawiam badania i ich wyniki, zawarte w pracach bedacych podstawg rozprawy.

Omowienie to jest do$¢ pobieznie z uwagi m.in. na to, ze prace wchodzace w sklad rozprawy
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byly juz recenzowane. Dodatkowo, z racji faktu, iz prace dotycza badan multidyscyplinarnych,
skupiam si¢ na elementach dotyczacych bezposrednio recenzowanej rozprawy.

o W pracy P1 [Design, Synthesis, and Development of pyrazolo[1,5-apyrimidine
Derivatives as a Novel Series of  Selective PI3K6  Inbibitors: Part I—Indole  Derivatives.
Pharmaceuticals 2022, 15, 949] zamieszczona zostala biblioteka nowych zwiazkow (# =
55), potencjalnych lekéw mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii astmy lub POChP. Na
etapie projektowania nowych lekéw, zidentyfikowany zostal fragment bicyklicznych
skondensowanych pierscieni pigcio- i szesciocztonowych odpowiedzialny za aktywnosc
biologiczna wykorzystywang w leczeniu astmy lub POPChP. Nastepnie, struktura
szkieletu 5-indol-4-ilo-pirazolol[1,5-a]pirymidyny modyfikowana byla o podstawniki
odpowiedzialne za: (i) wzrost rozpuszczalno$ci w wodzie 1 (i) tworzenie wigzan
wodorowych z bialkiem. Ponadto, autorzy pracy wykazali, ze dodatek pierscieni
piperazynowych lub piperydynowych z duzymi podstawnikami alifatycznymi pozwala na
otrzymanie selektywnych inhibitoréw kinazy PI3K. Zsyntetyzowano szereg zwigzkow
oraz przebadano je pod katem aktywnosci wobec czterech kinaz: PI3KS, PI3Ka, PIZKS,
PI3Ky. Ponadto, dokowanie wykazalo, ze badane zwiazki wiaza si¢ w kieszeni wigzacej
enzymu w podobny sposéb co zwiazek referencyjny. Zwiazki, ktére wykazywaly
najwicksza aktywnos¢ i selektywnosé dziatania wobec PI3KS oddzialywaly z resztami
aminokwasowymi PI3KS tworzacymi tzw. ,,polke tryptofanows”. Badania wykazaly, ze
pochodne indolowe lub azaindolowe wykazuja wysoka selektywno$¢ dzialania wobec
PI3K8 w poréwnaniu z reszta kinaz. Dwa zwigzki wykazujace najwyzsza aktywnosé
zostaly przebadane metoda cytometrii przeplywowej, pod katem pobudzenia proliferacji
limfocytéw B oraz stabilno$ci metabolicznej. Oba wykazaly si¢ bardzo wysoka sila
hamowania proliferacji limfocytéw B przy wartosciach 1C;,, odpowiednio, 20 nM 1 19
nM. Do dalszych badan wytypowany zostal jeden zwigzek (CLP302253), charakteryzujacy
si¢ wysoka aktywnoscia wobec PI3K3 (IC;, = 2,8 nM), selektywnoscia dziatania wobec
ww. bialka i dobrg rozpuszczalno$cia w wodzie oraz wysoka stabilno$cia metaboliczna.

o Praca P2 [Design, Synthesis, and Development of Pyrazgolo/1,5-a|pyrimidine Derivatives as a Novel
Series of Selective PI3Ko Inbibitors: Part 1I—Bengimidazole Derivatives. Pharmaceuticals 2022,
15, 927] przedstawia proces syntezy, badan enzymatycznych 1 zz vitro oraz modelowania
molekularnego nowych inhibitoréw PI3K. W tej pracy zsyntetyzowanych zostalo 57
pochodnych  pirazolo[1,5-a]pirymidyny reprezentujacych zbidér nowych, silnych,
aktywnych 1 selektywnych inhibitoréw PI3KS, wykazujacych wartosci 1C,, w zakresie od
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1,892 do 0,018 uM. Sposréd wszystkich otrzymanych zwiazkéw zwigzek CPL302415
wykazal najwyzsza aktywnos¢ (wartos¢ 1C,, 18 nM dla PI3K$), dobra selektywnos¢ (dla
PI3K3 w stosunku do innych izoform PI3K: PI3K« /8 = 79; PI3KE/8 = 1415; PI3Ky/5
= 939) oraz obiecujace wlasciwosci fizykochemiczne. Dla powyzszego zwiazku
przeprowadzono badania stabilno$ci metabolicznej przy uzyciu mysich 1 ludzkich
mikrosoméw watrobowych, przenikalno$¢ przez blony (test PAMPA) oraz zdolnos¢ do
wigzania innych biatek. W dokowaniu badanych zwiazkéw do modelu PI3K8 wykazana
zostala sie¢ wiazan wodorowych z resztami aminokwasowymi odpowiedzialnymi za
wiazanie czasteczki inhibitora np.: Val828, Lys779 czy Asp787. Natomiast, w przypadku
zwigzku wykazujacego najwyzsza aktywnos$¢ (CPL302415) zaobserwowano dodatkowe
oddzialywania z enzymem tj. pojawilo si¢ oddziatywanie z Trp760.

Struktura wyselekcjonowanego zwiazku jest uwazana za potencjalnego przysztego
kandydata do badan klinicznych w leczeniu tocznia rumieniowatego. Zwigzek ten
przekazany zostal do dalszych badan toksykologicznych. Warto podkreslié, iz w trakcie
badan powigkszono skale¢ i otrzymano zwiazek w ilosci 1 kg, niezbednej do
przeprowadzenia badan toksykologicznych.

Publikacja P3 [Tuning the Biological Activity of PI3Kd Inbibitor by the Introduction of a Fluorine
Atom Using the Computational Workflow. Molecules. 2023 Apr; 28(8): 3531] stanowi trzecia
prace z cyklu i dotyczy projektowania, modelowania molekularnego, syntezy (7 = 19) oraz
oceny aktywnosci biologicznej nowych fluorowanych analogéow CPL302415, zwiazku
otrzymanego we wczesniejszych badaniach opisanych w P2. W pracy P3 przedstawiono
wplyw atomu fluoru na wiasciwosci biologiczne wybranych struktur. Sprawdzono
korelacje wynikow otrzymanych z dokowania (entalpii swobodnej wigzania, AG) z
warto$ciami IC;, dla PI3K. Symulacje dynamiki molekularnej wykazaly stabilnos¢
oddziatywan zwiazku CPL302415 z PI3KS$. Badania teoretyczne i eksperymentalne
wykazaly, ze pozycja podstawionego atomu fluoru wplywa na aktywnos$¢ badanych
zwiazkow, co koreluje dobrze z warto$ciami entalpii swobodnej (AG). Otrzymane wyniki
potwierdzaja, ze metody teoretyczne takie jak IFD, MD i QM/MM (QPLD) polaczone z
obliczeniami energetycznymi (metoda MM-GBSA), stanowia skuteczne narzedzie do
przewidywania jak rowniez rozrézniania zwiazkéw aktywnych od nieaktywnych. Ponadto,
takie polaczenie metod obliczeniowych jest cennym narzedziem do racjonalnego

projektowania nowych lekéw halogenowych.
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Wyniki zawarte w ww. pracach oceniam jako warto$ciowe i wnoszace istotny wkiad w
dziedzine farmakologii inhibitoréw PI3K mogacych znalezé zastosowanie w terapii choréb
zapalnych 1 autoimmunologicznych. Warto podkresli¢, iz cele badawcze deklarowane przez
Doktorantke zostaly w pelni zrealizowane a efektem doktoratu jest wdrozenie technologii

syntezy substancji czynnej CPL302415.

Niezaleznie od faktu, iz prace stanowiace rozprawe doktorska oraz wyniki w nich zawarte
byly juz uprzednio recenzowane, szczegdlowa analiza rozprawy, wliczajac w to dolaczony wstep
ujawnila pewne niedociagniecia, ktére z obowiazku recenzenta przedstawiam w formie
nastepujacych uwag:

1. W Streszczeniu oraz w rozdziale 4.3.3. Autorka wspomina o przeprowadzonych
badaniach 7z wvive. Na jakich modelach zwierzecych byly one przeprowadzone? O
badaniach 7 vivo nie byto wzmianki w publikacjach ujetych w cyklu.

2. W opisie poszczegbdlnych publikacji zabraklo informacji na temat finansowania
przeprowadzonych badan. Warto w rozprawie podkresla¢ swoj udzial w badaniach

finansowanych ze zrédel zewnetrznych.

Odnosnie pierwszej publikacji P1 poprosze o przyblizenie kilku kwestii tj.:
e Na jakiej podstawie decydowano o poprawnosci dokowania zwiazkéw do modelu
PI3KS&? Jakie obrano kryteria?
e Przy tak duzej ilosci przebadanych zwiazkéw warto byloby pokusié sie o korelacje
wartosci funkcji skorujacej otrzymanej z dokowania z warto$ciami wzgledem IC,,.
e W jaki sposéb parametry farmakokinetyczne T/, oraz Cl moga informowac nas o

stabilnosci enzymatycznej leku?

Odnosnie publikacji drugiej P2 mam kilka pytan, a mianowicie:
e W publikacji oraz rozprawie nie jest wyjasnione w jaki sposéb Autorzy wyznaczyli
szereg parametrow np.: przepuszczalnos$c przez blony (brak metodyki), parametry
wiazania z bialkami osocza (PPBs) w zaleznosci od gatunku; biodostepnosci (F)
dla réznych gatunkow zwierzat i réznych postaci preparatu. Poprosilabym o
wiecej informacji na temat tych analiz. O jakich postaciach preparatu jest mowa w

publikacji (,,Additionally, CPL302415 (6) was checked for bioavailability in mice
(F > 55%) and dogs (F > 90%), depending on the formulation form”)?
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o W publikacji trzeciej P3 zabraklo jednostek przy wartosciach Docking score dla First pose
(Tabela 1, 2).

Zaznaczam, ze ww. uwagi w duzej mierze sg niezalezne od wynikéw oraz dyskusji
zawartych w zalaczonych artykulach. Odnoszac si¢ do wynikéw zawartych w publikacjach
stwierdzam poprawnos¢ zastosowanej metodologii, staranng 1 skrupulatng analiz¢ wynikow jak i

ich interpretacje pod katem zjawisk zachodzacych w skali molekularne;.

Oprocz dyskutowanej powyzej rozprawy doktorskiej oraz wynikéw w niej zawartych,
nalezy takze doceni¢ aktywnos$¢ naukowsg Doktorantki, na ktoéra skladajq si¢ dodatkowe 4
artykuly oryginalne opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej. Yaczny Impact Factor
publikacji poza cyklem wynosi 20,28.

Podkresli¢ warto aktywno$¢ Doktorantki na innych polach zwiazanych z nauka. W
szczegdlnosci chodzi tu o aktywnos¢ konferencyjna. Doktorantka zaprezentowala 7 posterow na
5 konferencjach migdzynarodowych oraz 2 konferencjach krajowych. Ponadto, wyniki badan
zaprezentowala w formie komunikatu ustnego na 1 konferencji miedzynarodowej (PDDP
Amsterdam, 2023) oraz czterech krajowych.

Dwukrotnie zostata nagrodzona za najlepszy poster podczas konferencji ACCORD 2022
oraz Gali Mlodych Naukowcédw Politechniki Warszawskiej.

Doktorantka byla wykonawca w 3 projektach finansowanych ze zrédel zewnetrznych.
Brala udzial w nastepujacych projektach:

1. Projekt ,,KICHAI — "Badania przedkliniczne i opracowanie kliniczne innowacyjnego
inhibitora kinazy delta PI3 jako kandydata do leczenia zapalne”, POIR.01.02.00-00-
0085/18, badania wspotfinansowane przez Celon Pharma S.A. oraz Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju.

2. Projekt ,,PIKCEL” — ,,Przedkliniczne i kliniczne opracowanie innowacyjnego inhibitora
kinaz lipidowych jako kandydata do leczenia steroidoopornosci i ci¢zkich zapalnych
choréb ptuc”, POIR.01.01.01-00-1341/15, badania wspéifinansowane przez Celon
Pharma S.A. oraz Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

3. Projekt Preludium. ,Podstawienie fluorem — nowy algorytm zwigkszania aktywnosci
biologicznej”, 2019/35/N/NZ7/04312, finansowany przez Narodowe Centrum Nauki
(NCN). Kierownik grantu: Wojciech Pietrus.
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Podsumowujac, wysoko oceniam poziom badan naukowych bedacych podstawa
recenzowanej rozprawy, ilo§¢ syntez oraz praktyczny aspekt przeprowadzonych badan.

Ponadto, stwierdzam, ze przedstawiona przez Doktorantke praca doktorska spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 28 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 Poz. 574 ze zm.) w zwiazku z czym zwracam si¢ do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej z wnioskiem o nadanie
Pani mgr inz. Marioli Stypik stopnia doktora nauk $cistych i1 przyrodniczych w dyscyplinie nauk

chemicznych.

Z powazaniem,

St PP ozt

dr hab. n. farm. Anita Plazifska, prof. UM w Lublinie



