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Wydzial Farmaceutyczny

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marzeny Mazur
pt. ,Inhibitory chitynaz jako potencjalne leki w chorobach o podlozu
zapalnym i wléknieniowym” przedlozonej Radzie Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Y.odzi celem uzyskania stopnia naukowego
doktora nauk farmaceutycznych

W obliczu pandemii COVID-19 przemyst farmaceutyczny stangt przed kolejng szansa
opracowania przelomowych technologii lekowych. Rozmowy na temat ratujacych zycie
szczeptonek, przeciwcial monoklonalnych i lekéw matoczasteczkowych staly sie czescig
codziennego Zzycia, nieustannie przypominajgc o konieczno$ci prowadzenia badaf w sposéb
zrbwnowazony, w oparciu o przeslanki epidemiologéw i specjalistow zajmujgcych si¢
chorobami spoza ,Swiatowego trendu”, czgsto dotykajacymi mieszkancoéw krajow mniej
rozwini¢tych. Pandemia ukazala, jak szybko i skutecznie przemysl, srodowisko akademickie
i organy regulacyjne moga mobilizowac sie, aby zaradzi¢ kryzysom zdrowia publicznego.
Wirusowa choroba ukladu oddechowego nadal niszczy zycie wielu osobom i wplywa na
gospodarke swiatowa, dlatego niezaleznie od rozwoju lekéw przeciwwirusowych wazne jest
opracowywanie terapii ukierunkowanych na nowe cele molekularne zaangazowane w kontrole
proceséw zapalnych.

W powyzsze trendy doskonale wpisuje si¢ przedstawiona do recenzji rozprawa mgr inz.
Marzeny Mazur. Praca ta stanowi owoc pozytywnej synergii mi¢dzy naukowcami
z Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz firmy farmaceutycznej OncoArendi Therapeutics
S.A. (aktualnie Molecure S.A.), ktérzy polaczyli sily celem rozwigzania niezwykle
intersujgcego i aktualnego problemu naukowego. Zaprezentowane wyniki nawigzuja do
tematyki badan prof. Jakuba Fichny, zwiazanej z badaniem zapalnych podstaw chorob
przewleklych oraz zainteresowan naukowych dr. Jacka Olczaka, promotora pomocniczego,
dotyczacych projektowania i syntezy nowych zwigzkéw o aktywnosci biologiczne;.

Liczaca 194 strony rozprawa sklada si¢ z i) 31 stronnicowego komentarza do spdjnego
tematycznie cykl pieciu publikacji, zawierajacego streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykaz skrotow, wstep, cel pracy, opis badan, podsumowanie oraz 38 pozycji aktualnego
piSmiennictwa, ii) zgdd wydanych przez lokalne komisje etyczne ds. do$wiadczen na
zwierzetach oraz iii) oswiadczen wspotautoréw, okreslajacych wklad w powstanie artykutow,
stanowigcych podstawe rozprawy. Calo$¢ dopelniaja kopie publikacji P1-P5, stanowigce
podstawe rozprawy doktorskiej, ktére ukazaly si¢ drukiem w latach 2018-2022 w uznanych
czasopismach z listy JCR. Cztery z tych publikacji to oryginalne prace eksperymentalne
w wiodacych wydawnictwach z obszaru chemii medycznej i biologii molekularnej, tj. Journal
of Medicinal Chemistry (2 publikacje, IF =6,054), Bioorganic & Medicinal Chemistry
(1 publikacja, IF=2,44) i Internaional Journal of Molecular Sciences (2 publikacje,
IF = 6,205). Laczny wspdlczynnik oddzialywania prac, bedacych podstawa rozprawy wynosi
26,985, co odpowiada liczbie 750 punktéw MNIE.
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W pracy przegladowej P1, otwierajacej cykl oraz we wszystkich pracach doswiadczalnych
P2-P5, Doktorantka jest pierwszym autorem. Ponadto w oparciu o analize o$wiadczen
Doktorantki oraz o$wiadczefi wspélautorow stwierdzam, ze udzial mgr inz. M. Mazur
w powstanie przedtozonej rozprawy jest wiodacy. Zasluguje to na szczegélne podkreslenie
w Swietle wieloautorskiego i wieloosrodkowego charakteru prac. Doktorantka jest
pomystodawczynig kilku serii zwiazkow, opracowata $ciezki syntezy i zrealizowata badania
nad synteza zaprojektowanych zwigzkoéw, opracowala koncepcje eksperymentow
oceniajacych efekt przeciwzapalny zwiazkéw w modelu zapalenia jelita, byta koordynatorem
i redaktorem prac.

Jednym z warunkéw sukcesu w odkrywaniu nowych lekéw jest racjonalne typowanie
wysokiej jakosci kandydatow do rozwoju klinicznego. Wymagana na tym etapie jest rozlegla
wiedza, dotyczaca projektowania nowych zwigzkéw w oparciu o wymogi farmakoforowe,
optymalizacji parametréw lekopodobienstwa, wydajnych metod syntezy, loséw leku
W organizmie oraz zrozumienie procesow lezacych u podstaw rozwoju procesu chorobowego.
Z tak szeroka problematyka mierzyla si¢ Doktorantka realizujac prace badawcze nad swoja
dysertacja.

We wprowadzeniu Doktorantka podsumowata aktualny stan wiedzy na temat dwoch
enzymow hydrolizujacych chityne, tj. kwasnej chitynazy ssaczej (AMCase) i chitotriozydazy
(CHIT1), wskazujac je jako potencjalne cele dla rozwoju skutecznych terapii choréb
o podlozu zapalnym (astmy, choréb zapalnych jelit) oraz widknieniowym (idiopatycznego
wloknienia pluc, sttuszczeniowego zapalenia watroby). Zwrécila ponadto uwage na role
chitynaz jako potencjalnych markeréw rozwoju procesu chorobowego. Réwnie waznym
elementem wprowadzenia w obszar prac eksperymentalnych byla prezentacja opisanych
w literaturze inhibitoréw chitynaz. W zgrabnie napisanym studium (publikacja P1), Autorka
przekazata zasob informacji niezbednych dla wprowadzenia czytelnika w obszar swojej
aktywnosci badawcze;j.

Cel swoich badan Doktorantka zdefiniowata jako zaprojektowanie i synteza nowych
selektywnych dualnych inhibitoréw chitynaz typu AMCase i typu CHITI, o korzystnych
wlasciwosciach farmakokinetycznych oraz okreslenie wplywu wytypowanych zwigzkéw na
przebieg indukowanego stanu chorobowego w zwierzgcych modelach choréb o podlozu
zapalnym i zwldknieniowym.

Jako punkt wyjscia w badaniach postuzyly Doktorantce wyniki badan krystalograficznych
zwigzku zidentyfikowanego w badaniach skrinignowych realizowanych przez firm¢ Wyeth.
Analiza sposobu oddziatywania zwiazku Wyethl w kieszeni katalitycznej AMCase, stata sie
inspiracjg dla mgr M. Mazur do zaprojektowania pochodnych 2,5-diamino-1,2,4-triazolu,
modyfikowanych w polozeniu 5 réznie podstawionymi fragmentami o charakterze amin
alicyklicznych z atomem azotu zlokalizowanym endo- lub egzocyklicznie (piperazyna vs.
4-aminopiperydyna) lub fragmentami o budowie amidowej, sulfonamidowej i mocznikowe;j.
Kolejno niezwykle racjonalnie zaplanowane modyfikacje strukturalne, mialy na celu
wypelnienie kieszeni hydrofobowej poprzez steryczne rozbudowanie podstawnikéw na
atomie azotu 4-aminopiperydyny. Analiza zaleznosci miedzy struktura a aktywnoscia
biologiczng oraz ocena wlasciwosci farmakokinetycznych, pozwolily wytypowaé zwigzek 7f
(OAT-177), o cechach inhibitora wobec mysiej chitynazy AMCase (ICso= 18,8 nM)
i zadowalajacej selektywnosci wobec mysiej chitynazy CHIT1 (ICso = 2955 nM). Zwigzek 7f,
podany dozotgdkowo w dawce 30 mg/kg, redukowat liczb¢ naplywowych komérek zapalnych
w plucach, redukowal poziom przeciwcial IgE w osoczu, w mysim modelu ostrego zapalenia
drég oddechowych, wywotanym podaniem ekstraktu z roztoczy kurzu domowego. Zwigzek
7f (OAT-177) wykazal rownoczesnie cechy inhibitora transportera dopaminy (DAT) oraz
znaczace powinowactwo do kanatlu potasowego ZERG.



Zwigzek 7f (OAT-177) postuzyl Doktorantce, jako zwigzek narzgdziowy w ustaleniu
zaangazowania chitynazy AMCase w zmnie¢jszeniu stanu zapalnego, w modelu nieswoistych
choréb zapalnych jelit, wywolanych podaniem dekstranu siarczanu sodu (publikacja P-3).
Oceng skutecznosci inhibitora prowadzono na podstawie analizy markeréw stanu zapalnego
jelita oraz analize ekspresji cytokin prozapalnych TNF-a i IL-1B. Te pionierskie badania
wniosty istotny element nowosci naukowej w obszarze poszukiwania nowych celow
biologicznych dla rozwoju terapii choréb jelit o podtozu zapalnym.

Drugi obszar tematyczny dotyczyl zaprojektowania i syntezy selektywnego inhibitora
mysiej chitynazy CHT1 jako substancji mogacej znalez¢ zastosowanie Ww terapii
idiopatycznego zapalenia pluc (publikacja P-4). Przestanka do podjecia tych badan byly
wyniki wskazujagce na dominujgcg role chitynazy CHIT1 w rozwoju stanu zapalnego
i proceséw wioknieniowych u ludzi. Doktorantka ponownie, wykorzystujac doskonals
intuicje chemika medycznego i syntetyka zaprojektowala i zsyntezowata serie analogéw 2,5-
diamino-1,2,4-triazolu, modyfikujgc czasteczki w obszarze aminy alicykliczne;.
Zoptymalizowany w toku badan zwiagzek 11 (OAT-2068), pierwszy selektywny inhibitor
mysiej chitynazy CHIT1 (ICso = 29 nM) charakteryzuje si¢ 143-krotng selektywnoscia wobec
chitynazy AMCase. Zwiazek ten wykazal aktywnos¢ przeciwwltoknieniowag w mysim modelu
wioknienia pluc wywolanym podaniem bleomycyny. Korzystne wlasciwosci
farmakokinetyczne preparatu OAT-2068 czynig go dobrym zwigzkiem narzedziowym do
badan nad funkcjg mysiej chitynazy CHIT1.

Opracowanie inhibitora o rownie zadowalajgcej aktywnosci i profilu selektywnosci wobec
ludzkiego enzymu CHIT1 okazalo si¢ wiekszym wyzwaniem. Jednak na szczegdlne
podkreslenie zashuguje fakt znajomosci ztozonych przez Doktorantke zagadnien zmiennosci
gatunkowej i ewentualnych probleméw w translacji wynikéw, uzyskanych w modelach
zwierzecych, na ludzi.

Trzeci watek tematyczny podjety przez Doktorantke dotyczyl opracowania podwdjnych
inhibitoréw chitynaz AMCase/CHIT1. Projektowanie tej serii zwiazkéw wspomagano
dostgpnymi wynikami badan krystalograficznych selektywnych inhibitorow chitynaz oraz
metodami modelowania molekularnego. Prace te koncentrowaly si¢ m.in. na optymalizacji
parametréow lekopodobienstwa, celem mitygacji oddzialywania z kanalem potasowym AERG
oraz usztywnieniu struktury w obszarze alkiloarylowym czasteczki przez domknigcie
fragmentu alkiloaminowego w pierscien morfoliny. Opracowany przez autorke zwigzek 30
(OAT-870), wykazal cechy podwdjnego inhibitora mysich i ludzkich chitynaz
AMCase/CHIT1 (ICso wobec mysiej AMCase i mysiej CHIT1 wynosza odpowiednio 24 i 47
nM). Zwigzek 30 podany myszom doustnie w dawce 50 mg/kg ograniczal objawy astmy
(obnizajgc calkowitg liczbe leukocytéw CD45-dodatnich o 37%) w modelu wywolanym
podaniem roztocza kurzu domowego. W mojej ocenie bylo to najwazniejszym wynikiem
zaprezentowanym w pracy. Pomimo niskiej dystrybucji do osrodkowego ukladu nerwowego,
ryzyko zwigzane z mozliwoécia hamowania DAT wykluczyto ten zwigzek z rozwoju
klinicznego.

Na szczegélng uwage 1 podkreslenie zastuguje ogromna liczba eksperymentéw
wykonanych przez Doktorantke. W toku prac zaprojektowata i zsyntezowala ponad 250
oryginalnych zwigzkéw. Uznanie budzi festiwal podejs¢ syntetycznych zastosowanych przez
autorke w celu otrzymania zaprojektowanych potgczen. Uzyskane zwiazki zostaly
oczyszczone przy zastosowaniu technik chromatograficznych oraz scharakteryzowane
strukturalnie z wykorzystaniem metod analizy spektralnej, tj. analiz '"H NMR, MS, HRMS
oraz w czesci przypadkow w oparciu o wyniki analizy elementarnej. Opis metodyki badan
biologicznych jest rzetelny i dokladny. Wskazuje to na $wiadomy wybdr wiarygodnych
i dostepnych technik badawczych.



Zrealizowane badania biologiczne, farmakokinetyczne i farmakologiczne potwierdzity
poprawnos$¢ zatozen, wskazujgcych na mozliwosé opracowania w grupie 2,5-diaminowych
pochodnych 1,2,4-triazolu zwigzkéw o wiasciwosciach selektywnych inhibitoréw mysich
chitynaz AMCase i CHIT1 oraz podwdjnych inhibitoréw mysich i ludzkich chitynaz AMCase
i CHIT1. Optymalizacja parametrow fizykochemicznych czasteczek, pozwolila na
opracowanie zwigzkOw narzedziowych, ktére poshizyly do okreslenia roli chitynaz
w chorobach o podtozu zapalnym i wiéknieniowym.

Realizacja tak ambitnego zadania byla mozliwa dzigki wsparciu merytorycznemu
doswiadczonych badaczy z o$rodkdéw krajowych 1 zagranicznych oraz finansowaniu
z dzialalnosdci statutowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi i projektow o charakterze
wdrozeniowym z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.

Prace doktorska mgr inz. Marzeny Mazur przeczytalem 2z bardzo duzym
zainteresowaniem. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wszystkie rozdzialy, dotyczace watkow
badawczych zaopatrzone zostaly krotkim wprowadzeniem, zawierajacym uzasadnienie dla
realizowanych badan, z uwzglednieniem niezaspokojonych potrzeb medycznych. Jest to
dowdd na niezwykle racjonalne planowanie badan i ukierunkowanie wynikéw na mozliwos¢
ich wykorzystania w praktyce. Pomimo duzej starannosci z jakg opracowano rozprawe,
Doktorantka nie ustrzegla si¢ bledéw edytorskich. Podczas opracowania Tabeli 3, blednie
przypisano stale inhibicji dla zwigzkéw wobec enzyméw mAMCase i mCHIT1. Cennym
byloby uzupetié wyniki zaprezentowane w Tabelach 1-3 przez wskazanie liczby powtorzen
L, oraz wyjasnienie, czy przedstawione dane uwzgl¢dniajg wartosci SEM czy SD?
W wykazie skrotow znajduje si¢ nazwa czynnika aktywujacego HATU, jednak w tekscie
rozprawy nie dostrzegam odwotania do reakcji amidowania z zastosowaniem tego
odczynnika. Numeracja zwigzkéw nie jest do konca jednoznaczna. W opisie Rysunku 6,
punkt b, zastosowano skrot, gdyz zaprezentowany proces prowadzono dwuetapowo. Szkoda,
ze na schemacie zaprezentowanym na Rysunku 3 nie podano wydajnosci poszczegoinych
procesOw a-e. Dostrzezono nieliczne bledy literowe (np. ,,skriningu”, a nie ,,screeningu’) oraz
kilka okreslen stanowigcych zargon laboratoryjny, np. ,przy uzyciu trietyloaminy
przeprowadzono cyklizacj¢ do ketopiperazyny”, ,grupe aminowa zabezpieczono Boc”,
»Tabela 3. SAR piperazyny”. Na stronie 14, wiersz 14 zamiast ,,4-Br-fenetylu”, powinno by¢
,,A-Br-fenoksyetylu”.

Ponizej przedstawiam kilka uwag lub probleméw wymagajgcych wyjasnienia:

1) czy w pracach nad projektowaniem planowano zastapi¢ ugrupowanie 2,5-diamino-1,2,4
triazolu jego bioizosterami? Jakie ugrupowania mozna rozwazac jako bioizostery uktadu 2,5-
diamino-1,2,4 triazolu?

2) zwigzek 7g, zawierajacy atom bromu (Tabela 2), wykazuje wyzszg aktywnos¢ niz jego
bezposredni analog z atomem chloru (zwigzek 7f); czy podj¢to probe wyjasniania tej
obserwacji?

3) czy wytypowane zwigzki 7fi 30 wykazuja cechy inhibitoréw kompetycyjnych?

4) czestym problemem w procesie odkrywania nowych lekéw jest translacja wynikéw
badan biologicznych in vitro na eksperymenty in vivo; jakie parametry, poza ICso, znajduja
zastosowanie w ocenie odzialywania zwigzkéw chemicznych z celem biologicznym w celu
poprawy korelacji aktywnosci in vitro/in vivo?

5) jakie metody analityczne zastosowano do ustalenia postaci zwigzkoéw otrzymanych po
oczyszczaniu z zastosowaniem preparatywnego RP-HPLC? Jakie postaci zwigzkéw poddano
ocenie w badaniach farmakokinetycznych i farmakologicznych?

6) celem realizacji badan farmakokinetycznych u myszy i u szczuréw zwiazek 30 (OAT-
870) przygotowano w innej formulacji (publikacja P-5); jaka byla tego przyczyna?



Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska dowodzi sukcesu
badawczego i publikacyjnego. Praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez
ustawe o stopniach i tytulach naukowych, w zwigzku z czym zwracam si¢ do Rady Nauk
Medycznych Uniwersytetu Medycznego w L.odzi o dopuszczenie mgr inz. Marzeny Mazur do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Biorac pod uwagg interdyscyplinarny charakter realizowanych badan, 1aczacy
projektowanie zwiazkow, preparatyke organiczna, badania biologiczne i farmakologiczne
oraz merytoryczng warto§¢ pracy, uwazam, ze warto wyrdzni¢ przygotowang przez
Doktorantke rozprawe. Wniosek o wyréznienie uzasadnia wklad Doktorantki w chemig
pochodnych 3,5-diamino-1,2,4-triazolu oraz badania nad poszukiwaniem nowych inhibitoréw
chitynaz o spodziewanej aktywnosci w chorobach o podlozu zapalnym i wiéknieniowym.
Dorobek mgr inz. Marzeny Mazur, w szczegélnosci aplikacyjny charakter badan,
potwierdzony wspdlautorstvem miedzynarodowego patentu, 5 publikacji w wiodacych
wydawnictwach w obszarze chemii medycznej i biologii molekularnej, o tgcznym
wspolczynniku oddzialywania 26,985, a ponadto opracowanie kandydata na lek (zwigzek
OATD-01) do terapii idiopatycznego widéknienia ptuc, wykracza poza poziom wymagany na
etapie doktoratu. Zrealizowane badania wpisuja si¢ w aktualne trendy realizacji prac
o charakterze wdrozeniowym, w $cislej wspdtpracy uniwersytetow i firm farmaceutycznych,
celem opracowania skutecznych terapii wobec chordb cywilizacyjnych.
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