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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marioli Stypik zatytulowanej

,Opracowanie i synteza innowacyjnych zwiazkow mafoczasteczkowych, inhibitorow
kinazy PI3K, jako potencjalnych lekow w leczeniu tocznia rumieniowatego oraz
innych chorob zapalnych i autoimmunologicznych” przedstawiona Radzie Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej

w celu uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w ramach wspdtpracy
pomiedzy Politechnika Warszawska a firmg farmaceutyczng Celon Pharma S.A. Zadaniem
badawczym jakiego podjeta sie mgr inz. Mariola Stypik byto zaprojektowanie i synteza
inhibitoréw kinazy PI3Kd, analiza wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, a nastepnie
powiekszenie skali w celu otrzymania wyselekcjonowanego inhibitora w ilosci niezbednej do
wykonania badan toksykologicznych, ktére warunkujg mozliwos¢ wejscie w pierwszg faze

badan klinicznych.

Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) jest enzymem biatkowym biorgcym udziat w kluczowych
procesach komdrkowych, w tym proliferacji, produkcji cytokin czy apoptozy, a jego nadmierng
aktywnos¢ obserwuje sie w przypadku wystapienia chordb zapalnych, autoimmunologicznych i
nowotworéw. Stanowig one zatem doskonaly cel terapeutyczny w poszukiwaniu nowych
substancji leczniczych. Tematyka podjeta w ramach doktoratu wdrozeniowego mgr inz. Marioli
Stypik jest zatem wysoce aktualna w aspekcie odpowiedzi na biezace potrzeby wspdtczesnej
medycyny.

Dysertacja przygotowana zostata w formie komentarza do spdjnego tematycznie cyklu trzech
wspdtautorskich, wysoko punktowanych prac o zasiggu miedzynarodowym. W Swietle
o$wiadczen wspdtautorow i deklarowanego udziatu samej Doktorantki w powstanie
wspomnianych prac, zastosowanie takiej formy przygotowania rozprawy doktorskiej jest w
petni uzasadnione. Przedstawiona dokumentacja jednoznacznie potwierdza bowiem wiodacq

role Doktorantki w powstanie koncepcji przedstawionych badan, w opracowaniu metod syntezy
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zaprojektowanych zwigzkow, potwierdzeniu ich budowy i czystosci, a takze udziat w
interpretacji wynikow badan wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych wykonanych w
ramach wspdtpracy z poszczegdlnymi dziatami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma S.A.
Najwazniejszym i wartym podkreslenia jest fakt istotnego wkiadu Doktorantki w przygotowanie
manuskryptow; mgr inz. Mariola Stypik jest pierwszym i korespondencyjnym autorem dwdch z

trzech prac ww. cyklu.

Opis prac wiasnych poprzedzony zostat krotkim wprowadzeniem, w ktdérym Doktorantka
przedstawita zwiezla charakterystyke kinazy PI3K oraz opisata znane inhibitory tego enzymu.
Taki wstep jest wazny z punktu widzenia podjetych badan i doskonale uzasadnia kierunek

podjetych modyfikacji strukturalnych w poszukiwaniu potencjalnych inhibitoréw.

Cel i zakres pracy zostaty jednoznacznie zdefiniowane, a poszczegdlne cele badawcze
racjonalnie  zaplanowane. Na podkreSlenie zastuguje interdyscyplinarny charakter
prowadzonych badan. Wyniki prac badawczych Doktorantka opisata w kolejnych
podrozdziatach, ktdére korelujg z wynikami opublikowanymi w odpowiednich publikacjach
(publikacje P2-P3).

Projektowanie i synteza serii nowych zwigzkéw, potencjalnych selektywnych inhibitorow kinazy
PI3Kd, poprzedzone zostaly szczegdtowym przegladam literatury, badaniami czystosci
patentowej oraz poparte wynikami modelowania molekularnego. Wybdr podstawnikéw
wprowadzonych do  szkieletu bicyklicznego  ukfadu  pirazolo[1,5-a]pirymidynowego
sfunkcjonalizowanego w pozycji C7 ugrupowaniem morfolin-4-ylowym dokonany zostat w
sposdb w petni przemyslany, w ktdrym nie ma miejsca na przypadkowos¢. Uwzglednione
zostato najwieksze prawdopodobienstwo wigzania potencjalnego liganda z biatkiem. tacznie
otrzymano ponad 100 nowych pochodnych, sfunkcjonalizowanych ugrupowaniem indolowym
(publikacja P1) oraz benzimidazolowym (publikacja P2), co wymagato opracowania
wieloetapowych Sciezek syntetycznych, obejmujacych konstrukcje centralnego uktadu
pirazolo[1,5-a]lpirymidynowego, a nastepnie jego dalszg funkcjonalizacje odpowiednimi
podstawnikami. Z zadania opracowanie dogodnych metod syntezy zaprojektowanych zwigzkéw
Doktorantka wywigzania sie znakomicie. Przedstawione dowody strukturalne nie budzg
watpliwosci. Mgr inz. Mariola Stypik udowodnita, ze doskonale opanowata warsztat syntetyczny,
swobodnie postuguje sie réwniez nowoczesnymi metodami identyfikacji zwigzkéw organicznych

o ztozonej strukturze.

W ramach badan nad pierwszg serig pochodnych (publikacja P1) dokonano optymalnego

wyboru podstawnikéw w pozycji C2 w czasteczce 7-(morfolin-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyny
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tj. ugrupowania M-tert-butylopiperazyn-1-ylowego i 4-(2-hydroksypropan-2-ylo)piperydyn-1-
ylowego, a nastepnie zsyntezowano analogi odpowiednio sfunkcjonalizowane w pozycji C5
gtéwnego rdzenia pirazolo[1,5-a]pirymidyny, sposrdd ktdrych najbardziej selektywne wobec
kinazy PI3K okazaty sie pochodne azaindolu i fluoroindolu. Najwiekszym osiggnieciem tej czesci
projektu bylo wyselekcjonowanie sposrdod 33 zwigzkéw 4-{2-[(4-tert-butylopiperazyn-1-
ymetylo]-5-{1A-pirolo[2,3-c]pirydyn-4-yl}pirazolo[1,5-a]pirymidyn-7-ylo}morfoliny ~ (zwigzek
oznaczony jako CPL302253). Na podstawie wykonanego dla tej pochodnej dokowania
molekularnego Doktorantka wnioskuje, ze za silne oddziatywanie badanego zwigzku z tzw.
.potka tryptofanowa” Trp-760, odpowiada hydrofobowa grupa A-tert-butylowa fragmentu A-
tert-butylopiperazyny. W opublikowanych wczesniej badaniach przedklinicznych potwierdzono
wysokg stabilnos¢ metaboliczng oraz dobra rozpuszczalno$¢ tego zwigzku. Podkresli¢ nalezy, ze
zwigzek ten zostat wyselekcjonowany jako obiecujacy kandydat do badan klinicznych w

kierunku leczenia astmy.

Kontynuujac prace nad sfunkcjonalizowanymi pochodnymi pirazolo[1,5-a]pirymidyny
zaprojektowana zostata kolejna seria pochodnych (publikacja P2). Badania nad tg czescig
projektu zaowocowaty otrzymaniem kolejnych 48 pochodnych. Przy czym ma podstawie analizy
struktura-aktywnos¢ ustalono, ze optymalnym fragmentem strukturalnym w pozycji C2
gtdwnego rdzenia czasteczki, tj. w pirazolo[1,5-a]pirymidyny, jest 2-(difluorometylo)-1+-
benzimidazol-1-il. W dalszym rozwinieciu tej czesci badan podjete zostaty prace nad
optymalizacja budowy podstawnika w pozycji C2 w pirazolo[1,5-a]pirymidynie, przy czym
odpowiednie fragmenty heterocykliczne potaczone zostaty mostkiem metylenowym albo funkcjg
karbonylowa. Skuteczno$¢ przyjetej strategii potwierdza wyselekcjonowanie sposrdd
otrzymanej biblioteki zwigzkéw pieciu pochodnych, dla ktérych aktywnos¢ inhibicyjna wobec
PI3Kd, wyrazona wartosciami ICso miescita sie w zakresie 18 — 52 nM. W dalszym rozwinieciu,
analizujgc aktywno$¢ enzymatyczng i komdrkowa, stabilnos¢ metaboliczng oraz stopien
wigzania z biatkiem, a takze inne wazne parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne,
wyselekcjonowany zostat najbardziej obiecujgcy inhibitor PI3KS tj.  1-{2-[(4-tert-
butylopiperazyn-1-ylo)metylo]-7-(morfolin-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyn-5-ylo}-2-

(difluorometylo)-1+-benzimidazol (oznaczony w dalszych badaniach kodem: CPL302415). W
oparciu o dokowanie molekularne wykazano, ze CPL302415 tworzy wigzania wodorowe z Val-
828 oraz Lys-779, dodatkowo potwierdzono oddziatywania z ,pdtka tryptofanowg” — Trp-760.
Na podstawie analizy rozpuszczalnosci, stabilnosci mikrosomalnej, przepuszczalnosci przez
bony i zdolnoéci do wigzania innych biatek Doktorantka postuluje, ze CPL302415 wykazuje

wysoki potencjat terapeutyczny. Niezaprzeczalnym sukcesem, stanowigcym zwiefczenie prac
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Doktorantki nad benzimidazolowymi pochodnymi pirazolo[1,5-a]pirymidyny, jest wdrozenie
technologii syntezy CPL302415. Opracowanie syntezy tego zwigzku w wiekszej skali,
poprzedzone zostato niezbedng analizg kosztéw. Procedura technologiczna syntezy ww.
zwigzku w skali jednego kilograma umozliwi poddanie go badaniom toksykologicznym, a w
przypadku pozytywnych wynikéw badan przedklinicznych w dalszej perspektywie, jak postuluje
Doktorantka, CPL302415 moze sta¢ sie doskonatym kandydatem do pierwszej fazy badan

klinicznych w leczeniu tocznia rumieniowatego.

Logicznym rozwinieciem prowadzonych z rozmachem prac syntetycznych byto zaprojektowanie
kolejnych serii zwigzkdw obejmujacych modyfikacje struktury wiodgcej poprzez wprowadzenie
do CPL302415 dodatkowego podstawnika w pozycji C3. Trudno jednak odnies¢ sie
merytorycznie do analizy aktywnosci inhibicyjnej tych zwiazkdw, poniewaz w chwili ztozenia
pracy do recenzji manuskrypt opisujacy wyniki badan nad tg klasa potaczen byt w trakcie

przygotowania.

Nalezy podkresli¢ istotny udziat Doktorantki w opracowaniu nowego modelu predykcji
aktywnosci zwigzkdw w oparciu o dokowanie molekularne potgczone z odpowiednim modelem
matematycznym (publikacja P3). Weryfikacja opracowanej metody wymagata poréwnania
danych otrzymanych z modelu obliczeniowego z wynikami aktywnosci zwigzkow otrzymanymi w
badaniach in vitro (wartosci ICso). W tym celu Doktorantka zaplanowata syntezy i otrzymata
serie fluorowanych pochodnych CPL302415, dla ktérych wykonano badania aktywnosci

inhibicyjnej wobec badanego enzymu.

Podsumowujac prace badawcze przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr inz. Stypik pragne
podkredli¢, ze zostaly one zaplanowane racjonalnie, a poszczegdine cele konsekwentnie
realizowane. Na uznanie zastuguje metodyczne podejscie do badanych zagadnien. Doktorantka
udowodnita, ze potrafi pracowaé zespotowo, angazujac sie w interpretacje wynikéw na kazdym
etapie realizacji projektu. Oprocz pozytywnej oceny merytorycznej dysertacji, ktdrg
charakteryzuje wysoki stopien trudnodci zwigzany z interdyscyplinarnym charakterem
prowadzonych badan, na podkreslenie zastuguje rowniez to, ze napisana ona zostata

poprawnym jezykiem, cho¢ Doktorantce nie udato sig unikng¢ nieprecyzyjnych sformutowar:

e str 24: ,dobra rozpuszczalnosc kinetycznd' jest doSC niezrecznym podsumowaniem

wynikéw badania kinetyki rozpuszczalnosci zwigzku CPL302253;

e str. 23: analizujgc modyfikacje strukturalne- w serii pochodnych 7-(morfolin-4-
ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyny Doktorantka opisuje wprowadzone zmiany w kategoriach
amin uzytych do ich syntezy tj. N-tert-butylopiperazyny oraz 2-(piperydyn-4-
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ylo)propan-2-olu. Nie jest to oczywiscie btedem, choé postugiwanie sie nazwami
odpowiednich podstawnikéw [tj. odpowiednio grupa A-tert-butylopiperazyn-1-ylowa i
4-(2-hydroksypropan-2-ylo)piperydyn-1-ylowa] w odniesieniu do rozpatrywanych
modyfikacji struktury jest zdecydowanie precyzyjniejsze, poniewaz w ten sposéb
jednoznacznie okreSla sie sposob faczenia podstawnika z gtéownym szkieletem

modyfikowanej czasteczki.

Mgr inz. Mariola Stypik jest mtodym naukowcem, o wyrdzniajagcym dorobku naukowym, na
ktory sktada sie 7 prac oryginalnych opublikowanych w latach 2015-2022 w wysoko
punktowanych czasopismach z listy JCR oraz jeden patent migdzynarodowy. W swoim dorobku
posiada rowniez wystgpienia (komunikaty/postery) zaprezentowane na zjazdach krajowych i

zagranicznych.

Podsumowujac, z peinym przekonaniem stwierdzam, ze praca mgr inz. Marioli
Stypik spetnia kryteria ustawowe stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce; Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z
pozZniejszymi zmianami). Wnosze zatem do Rady Wydzialu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie biorac pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan,
aktualno$é tematyki badawczej i walory aplikacyjne wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy.

KIEROWNIK
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Jako recenzent pracy doktorskiej mgr inz. Marioli Stypik zatytutowanej ,Opracowanie i synteza
innowacyjnych zwigzkow matoczasteczkowych, inhibitorow kinazy PI3K, jako potencjalnych
lekow w leczeniu tocznia  rumieniowatego oraz innych chorob zapalnych i
autoimmunologicznych”, bioragc pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan i
aktualnos¢ tematyki badawczej, zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne

Politechniki Warszawskiej z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy.

W mojej ocenie praca doktorska mgr Stypik wnosi istotny wkfad w wiedze na temat
wilasciwosci  pochodnych pirazolo[1,5-a]pirymidyny i mozliwosci ich wykorzystania jako
skutecznych inhibitoréw kinazy PI3K. Wykonane zostaty wielokierunkowe badania obejmujgce
zaréwno synteze nowych zwigzkdw organicznych oraz ocene aktywnosci biologicznej. Nalezy
podkresli¢, ze poszukiwanie nowych skutecznych lekéw w terapii choréb zapalnych i

autoimmunologicznych jest uzasadnione wciaz rosnacymi potrzebami wspdiczesnej medycyny.

Na wyrdznienie zastuguje wysoki poziom i szeroki zakres przeprowadzonych prac badawczych.
Doktorantka doskonale opanowata warsztat badawczy wiasciwy dla uprawianej dziedziny, w
tym techniki syntezy i identyfikacji zwigzkéw organicznych oraz modelowanie molekularne. W
ramach wspétpracy z poszczegolnymi dziatami badawczo-rozwojowymi firmy Celon Pharma S.A.
przeprowadzono kompleksowe badania aktywnosci biologicznej, a Doktorantka uczestniczyta w
interpretacji wynikéw na kazdym etapie realizacji projektu. Wyniki uzyskane przez mgr inz.

Stypik maja wartoé¢ naukowa nie tylko z punktu widzenia poznawczego, ale réwniez
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aplikacyjnego (wdrozenie technologii syntezy najaktywniejszej pochodnej uzyskanej w ramach

realizowanego projektu).

Wyniki prac opublikowane zostaty w trzech wysoko punktowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym (dwie prace w Pharmaceuticals oraz jedna w Molecules), a Doktorantka jest

pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym w dwdch pracach.

Doktorantka udowodnita, ze potrafi w sposdb przemyslany i systematyczny planowaé kolejne

etapy prac badawczych, tak aby skutecznie rozwigzywaé problemy naukowe.

W podsumowaniu, biorgc pod uwage aktualno$¢ podjetej tematyki badawczej, a przed
wszystkim catoksztatt przeprowadzonych prac badawczych i uzyskane wyniki stwierdzam, ze
rozprawa doktorska przygotowana przez mgr inz. Stypik przewyZzsza przecigtne wymagania

stawiane pracom doktorskim w zakresie nauk chemicznych.
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