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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Stanistawa Michatka zatytutowanej ,Flow
chemistry w syntezie inhibitoréw kinaz. Optymalizacja procesu i powiekszenie skali”

wykonanej w Katedrze Technologii Chemicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej,
pod opieka merytoryczng Pana dr hab. inz. Zbigniewa Ochala (prof. Uczelni PW) oraz Pana dr inz.
Marcina Zagozdy (Celon Pharma). Recenzowana rozprawa doktorska ma charakter wdrozeniowy
i zostata wykonana we wspotpracy z firmg farmaceutyczng ,Celon Pharma S.A..”

Uwagi wstepne

Pan Stanistaw Michatek uzyskal w 2013 roku tytut zawodowy magistra na kierunku
Technologia Chemiczna, na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, specjalnos¢: Synteza,
kataliza i procesy wysokotemperaturowe.

Recenzja zostata przygotowana na podstawie decyzji Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Warszawskiej z dnia 23 maja 2023 r. w sprawie wyznaczenia recenzentow,
w tym mojej osoby, w przewodzie doktorskim Pana mgr. inz. Stanistawa Michatka. Decyzja Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne zostata zawartaw pismie z dnia 25 maja 2023 r., dorgczonym
wraz z rozprawa doktorskg dnia 29 maja 2023 r.

Tematyka i struktura pracy

Dysertacja pana mgr. Stanistawa Michatka to inspirujaca i dobrze przemyslana praca
z pogranicza chemii medycznej i technologii chemicznej. Dotyczy ona zastosowania procesow
przeptywowych w syntezie zwigzkow o wysokie] wartosci dodanej, prekursordw inhibitora lipidowe;
kinazy PI3KS. Kinazy lipidowe posredniczg w regulacji wiekszoéci drog przenoszenia sygnatu
zewnatrzkomorkowego oraz kontrolujg takie procesy jak wzrost, roznicowanie komorek, cykl
komdrkowy, sygnalizacja wewngtrzkomorkowa. Ze wzgledu na ich kluczowg role w procesie
przenoszenia sygnatdw, odpowiednia regulacja ich aktywnosci jest niezbgdna dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu. W wyniku mutacji genow kodujgcych kinazy, moze dojs¢ do nadmiernej
aktywacji tych enzymow, a to prowadzi do niekontrolowanego wzrostu i namnazania sig komarek,
zwiekszenia angiogenezy (tworzenia naczyn krwionosnych w obrebie guza) oraz wystgpienia
przerzutow nowotworu. Leki bedace inhibitorami kinaz maja za zadanie blokowa¢ aktywnos¢ tych
enzymow. Inhibitory kinazy moga rowniez blokowa¢ wzrost nowych naczyri krwiono$nych, ktorych
nowotwory potrzebuja do wzrostu. Rola kinazy PI3K& zostata potwierdzona w inicjacji i utrzymaniu
stanu zapalnego m.in. w astmie, przewleklej obturacyjne; chorobie ptuc, a takze reumatoidalnym
zapaleniu stawow i innych chorobach autoimmunologicznych.

Przedstawiona do recenzji praca Pana mgr inz. Stanistawa Michatka wpisuje sie w ten
aktualny i nowoczesny nurt badawczy. Dotyczy ona opracowania metody syntezy kluczowych
blokéw budulcowych heterocyklicznego zwigzku o roboczej nazwie CPL302415, bedacego



inhibitorem kinazy 3-fosfatydyloinozytolu. Modyfikacja aktywnosci tej kinazy, zgodnie z wynikami
uzyskanymi przez zespdl naukowcow firmy Celon Pharma S.A., moze by¢ wykorzystana w leczeniu
ukfadowego tocznia rumieniowatego. W rozprawie poruszono réwniez aspekt syntezy chemicznej
aktywnych skfadnikow farmaceutycznych APl (eng. Active Pharmaceutical Ingredients)
z wykorzystaniem reaktoréw przeptywowych. Ze wzglgdu na duze iloéci inhibitora, konieczne do
przeprowadzenia niezbednych badar zwigzanych z opracowaniem nowego leku, istniata potrzeba
opracowania efektywnej drogi syntezy wspomnianego inhibitora CPL302415. Doktorant proponuje
zastosowal w swojej pracy zautomatyzowany system przeptywowy. To popularne podejscie
do efektywnej syntezy zwigzkdw organicznych. Badania opisane w publikacjach wymagaty
przeprowadzenia wielu eksperymentow, optymalizacji warunkow reakcji i odpowiedniego doboru
katalizatora. Sa to zatem badania zmudne i pracochtonne.

Naukowa ranga w dziedzinie zwigzkéw biologicznie czynnych Zespotu kierowanego przez
promotora niniejszej rozprawy, Pana dr hab. inz. Zbigniewa Ochala (prof. PW) upowaznia mnie
do stwierdzenia, ze mgr inz. Stanistaw Michatek mial odpowiednie wsparcie merytoryczne.
Ze wzgledu na wdrozeniowy charakter doktoratu, cze$¢ prac wykonanych zostata pod opieka Pana
dr inz. Marcina Zagozde w nowoczesnym laboratorium firmy ,Celon Pharma S.A.”, dysponujacym
rozwigzaniami technicznymi, koniecznymi do przeprowadzenia badan zwigzanych z tematem pracy.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana Stanistawa Michatka stanowi cykl dwoch
prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy JCR wraz z 38 stronnicowym omowieniem.
Praca zostata napisana w jezyku polskim. Niezrozumiaty jest dla mnie powdd, dla ktorego tytut
rozprawy zawiera angielskie sformutowanie ,flow chemistry”. Chemiczna nomenklatura polska
zawiera stosowane okreélenia np.: ,w reaktorach przeptywowych”. Publikacje skfadajace sig na cykl
prac zostaly zamieszczone w czasopismach z listy JCR o dostepie otwartym RSC Advances (Royal
Society of Chemistry, Q2) oraz dostepie ograniczonym Reaction Chemistry & Engineering (Royal
Society of Chemistry, Q2/Q2). Omdwienie skfada sig ze streszczenia po polsku i angielsku, spisu
tresci | zastosowanych skrotdw, osiggnie¢ Doktoranta, wstepu literaturowego opisujacego
technologie prowadzenia reakcji w reaktorach przeptywowych oraz metody projektowania
eksperymentéw chemicznych. Uwazam tg czeéé rozprawy za przygotowana dobrze i napisang
ciekawie, chociaz Autor nie ustrzegt sie réznych drobnych btedow stylistycznych, wynikajacych
prawdopodobnie z pewnego pospiechu. Niektore z nich pozwole sobie wymieni¢. Kilkukrotnie
powtarzajace sie stwierdzenie dotyczace ,0trzymywania wydajnosci” powinno byc ,otrzymywanie
produktu z wydajnoscig”. Na strona 18-stej brakuje orzeczenia ,rodzaj reaktora prowadzenie”,
strona 19: eksperymenty i do$wiadczenia s policzalne, dlatego tez poprawnym jest stosowanie
liczby a nie iloci w odniesieniu do tych rzeczownikow. Nastgpnie przechodzimy do celu pracy oraz
omdwienia dwéch publikacji wraz z podsumowaniem badar wiasnych. Spis literatury wienczacy opis
obejmuje 89 pozycji. Kolejng czgs¢ pracy stanowig o$wiadczenia opisujgce wktad wiasny Autorow.
Prace zamykajg kopie dwdch publikacji wraz z materiatami dodatkowymi. Catos¢ rozprawy liczy 99
stron.

Na podstawie zafaczonych o$wiadczert Doktoranta, jak i wspotautoréw mozna twierdzic,
se Doktorant wykonat wiekszoé¢ prac eksperymentalnych, ktére osobiscie zaplanowat i brat udziat
w opracowaniu ich koncepcji oraz zarysowaniu celéw badawczych. Otrzymane wyniki
zinterpretowat i samodzielnie opracowat. Wspotuczestniczyt w  pisaniu i redagowaniu
manuskryptow, opracowaniu informacji dodatkowych oraz odpowiedzi dla recenzentow. Nalezy



rowniez zaznaczy¢, ze Pan mgr Stanistaw Michatek jest pierwszym autorem wszystkich prac, a w
jednej z nich jest autorem korespondencyjnym.

Ocena merytoryczna rozprawy

Dysertacje, ktorych podstawe stanowig publikacje sg trudne do recenzowania, gdyz
zawartos¢ merytoryczna kazdej z nich zostata juz doktadnie oceniona przez co najmniej dwoch
recenzentow powotanych przez redakcje odpowiednich czasopism. Moge natomiast stwierdzic, ze
cykl zatgczonych publikacji stanowi realizacje bardzo dobrego pomystu, czego dowodem sg uzyskane
przez Doktoranta wyniki. Merytoryczna czg$¢ pracy rozpoczyna sig¢ od jednostronicowego
rozdzialiku poéwieconego celom rozprawy. Doktorant podkresla, ze gtéwnym celem badari byto
sprawdzenie mozliwosci przetozenia poszczegdlnych etapdw syntezy heterocyklicznych inhibitorow
kinaz, z reakcji prowadzonych w reaktorze okresowym, na proces w reaktorze przeptywowym, celem
powiekszenia skali. Uprzednio inhibitor CPL302415 zostat otrzymany w klasycznych warunkach, w
czteroetapowej reakcji z komercyjnie dostepnej pochodnej pirazolo[1,5-a]pirymidyny. Procedura ta
zostata szczegdtowo opisana, przy wspétudziale pana mgr. Michatka, w czasopismie
Pharmaceuticals (MDPI1). Przeprowadzone badania optymalizacyjne z zastosowaniem reaktora
okresowego, umozliwity zwiekszenie wydajnosci produktu reakcji N-alkilowaniu, bedacego
pierwszym etapem syntezy inhibitora CPL302415. Pomimo licznych préb optymalizacji prowadzenia
tego etapu, syntezy w reaktorze przeptywowym i wynikajacych trudnosci zwigzanych z zapychaniem
sie ukfadu przeptywowego, dalsze prace zawieszono. Dlatego tez Doktorant skupit sig na pozostatych
etapach syntezy, celem realizacji ich w uktadach przeptywowych. Chciatbym zauwazy¢, iz w opisie
pod rysunkiem 8 Doktorant uzyt angielskiego stowa ,reflux” a powinno byC ,w temperaturze
wrzenia”, gdyz stowo refluks dotyczy dziedziny nauk medycznych i odnosi si¢ do schorzenia uktadu
zotadkowo-przetykowego. Moja generalna uwaga dotyczy przygotowania przez Doktoranta rycin, na
ktorych znajdujemy nieprzettumaczone zwroty angielskie (patrz: caty Rys. 9, Rys. 11, this work”, caty
Rys. 12). Ponadto uwazam, ze powinno sie stosowa¢ okreslenie ,schemat” do rycin
przedstawiajacych konkretne transformacje chemiczne. Doktorant stosuje rowniez rozne
formatowanie poszczegdlnych rycin co obniza ocene szaty graficznej przygotowanej rozprawy (np.:
réznej wielkosci struktury zwigzkéw, nieregularnie wyrdznione kolorami grupy funkcyjne).

Kolejna cze$¢ poswiecona zostata omdwieniu wynikéw zamieszczonych w pracach Al i A2.
Dotycza one przygotowania poszczegdlnych prekursoréw do syntezy inhibitora kinazy
3-fosfatydyloinozytolu. Prawdopodobnie, ze wzgledu na pospiech Doktoranta w przygotowywaniu
streszczenia, wkrad! sie bfad ttumaczenia na jezyk polski tytutu artykutu Al (Strona 23,
Projektowanie eksperymentu (DoE) z wykorzystaniem flow w katalizowanym palladem...”.
Komentowana praca dotyczy reakcji selektywnego utleniania alkoholu do aldehydu celem dalszej
funkcjonalizacji kluczowego prekursora inhibitora CPL302415. Gtéwny problem jaki napotkat
Doktorant w realizacji tego zadania, to bardzo niska rozpuszczalnos¢ alkoholu oraz koniecznosc
stosowania olbrzymiego nadmiary utleniacza w postaci dwutlenku manganu. Generowato to duzg
iloé¢ odpaddw. Dochodzito réwniez do niepozadanej adsorpcji produktu na powierzchni MnO;
utrudniajac tym samym jego wydzielenie. Aby wyeliminowac te niedogodnos¢, Doktorant sprawdzit
szereg alternatywnych katalizatorow reakcji utleniania, z czego najlepszym okazat sie uktad octan
palladu (I1)/pirydyna/O,. Na tym etapie projektowania eksperymentéw konieczne byto rowniez
dobranie stosownego ukfadu przeptywowego. Zastosowanie czterech reaktoréw przeptywowych,




wiasciwych pomp oraz zaworodw, zapewnifo skuteczne mieszanie substratéw oraz odpowiedni
poziom natlenienia mieszaniny reakcyjnej. Nalezy zauwazy¢, iz ta cze$¢ badan bardzo dobrze
koresponduje ze wstepem literaturowym, w ktérym poruszane sg zaréwno kwestie techniczne,
zwigzane z technologig prowadzenia reakcji w reaktorach przeptywowych, jak réwniez efektywnym
projektowaniem eksperymentéw, w celu zminimalizowania liczby niezbednych eksperymentdow
optymalizacyjnych. Dazgc do usprawniania oczyszczania produktu reakcji utleniania, prowadzonego
poczgtkowo w kaprolaktamie, Doktorant sprawdzit rdzne ukfady rozpuszczalnikow, typujac
toluen:octan etylu 1:1 jako optymalny dla catego procesu. Nalezy podkresli¢, ze opracowany
protokot, poprzez wyeliminowanie znacznej czesci odpaddw, dobrze wpisuje sie w zatozenia zielone;
chemii. Prosze o wyjasnienie kwestii zanieczyszczen metalami oraz teratogennymi zasadami,
z ktorymi mozemy miec do czynienia w przypadku tego uktadu katalitycznego. Czy okreslono poziom
tych zanieczyszczeri w produkcie? Korzystajac z przywileju recenzenta chciatbym zwrécié¢ uwage
na Rysunek 10-ty przedstawiajacy mozliwe produkty utlenienia substratu 2. Doktorant w swoim
streszczeniu oraz danych zebranych w Tabeli 1 omawia dwa z nich; aldehyd 3 oraz alkohol 5
z odtworzonym uktadem benzimidazolu. Nie ma natomiast zadnego komentarza odnosnie produktu
6 bedacego efektem nieselektywnego utlenienia do kwasu. Wymagatbym rowniez pewnej
konsekwencji w numerowaniu zwigzkdw umieszczonych na rycinach wystepujgcych po sobie, gdyz
na Rys. 10 brakuje zwigzku 4. Prosze rowniez o komentarz do wynikdw umieszczonych w Tabeli 1,
pozycja 5i6. Widzimy, ze zastosowano te same parametry procesowe. Z czego wiec wynikajg rdznice
w skiadzie mieszaniny poreakcyjnej okreslanej na podstawie UHPLC?

W kolejnej czescirozprawy Doktorant przechodzi do streszczenia drugiego manuskryptu A2,
dotyczgcego selektywne] reakcji redukcji estru 1 do odpowiedniego aldehydu 3, bedgcego
kluczowym blokiem budulcowym inhibitora CPL302415. Synteza estru 1 zostata szczegdtowo
opisana w manuskrypcie, ktérego wspotautorem jest rowniez mgr Michatek. Jednakze praca ta nie
wchodzi w skfad cyklu prac recenzowanej rozprawy doktorskiej. Jest oczywistym, ze publikacje
prezentujgce badania eksperymentalne sg wynikiem pracy zespotowej, a poszczegdlni cztonkowie
zespotu wnoszg wiekszy lub mniejszy wktad w ich powstanie. Z oczywistych wzgleddw Doktorant
opisuje tylko te eksperymenty, ktére sam przeprowadzit. Chciatbym zauwazy¢, ze po dogtebnym
zapoznaniu sie zomawianym manuskryptem A2, ktory kompleksowo opisuje problem redukcji estru
1, eksperymenty wykonane przez mgr Michata odegraty kluczowg role w skutecznej realizacji
postawionego sobie celu. Poczatkowo wspotautorzy owego manuskryptu postanowili uzy¢ do
redukcji w uktadzie przeptywowym kompleksow rutenu, jednakze nie uzyskano satysfakcjonujacych
wynikéw. Jako alternatywe Doktorant zaproponowat wodorek diizobutyloglinu (DIBAL-H), popularny
odczynnik redukujacy estry do aldehydow. Zastosowanie tego odczynnika nawet w bardzo niskiej
temperaturze (-60C) w uktadzie przeptywowym prowadzito wytacznie do uzyskania mieszaniny
alkoholi 2 i 5. W zwigzku z niepowodzeniem przeprowadzenia selektywnej redukgji estru do
aldehydu, Doktorant postanowil wrécic do poprzedniego podejscia, wiaczajac do Sciezki
syntetycznej etap redukcji, a nastepnie selektywnego utleniania opisanego w pracy Al. Aby
wyeliminowac problem zwigzany z koniecznoscig utrzymywania bardzo niskiej temperatury
strumienia substratow dla uktadu przeptywowego w przypadku DIBAL-u, Doktorant zdecydowat sie
uzy¢ glinowodorek litu. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze
temperatura ma istotny wptyw na chemoselektywnos¢ reakcji redukcji prowadzgc do mieszaniny
dwoch alkoholi z wydajnoscig sumaryczng 84%. Dominujgcym produktem byt alkohol 5




z niezredukowanym wigzaniem podwojnym w pierscieniu benzimidazolu. Selektywnosc¢ redukcji
wzgledem produktu 5 wyniosta 91%. Ze wzgledu na lepsza rozpuszczalnos¢ w poréwnaniu
z alkoholem 2, zwigzek 5 stanowi dogodniejszy potprodukt do syntezy inhibitora CPL302415
w warunkach przeptywowych, co znaczgco obniza sumaryczny koszt produkcji. Do moich drobnych
uwag dotyczacych tej czesci streszczenia zaliczytbym nietypowy sposob przedstawienia czasu
prowadzenia reakcji (Tabela 2) gdyz wartosci te podano jako utamki dziesigtne minuty, a powinny
by¢ w sekundach.

W ostatniej czesci streszczenia swoich wynikow Doktorant opisuje kluczowy etap syntezy
inhibitora pan-FGFR, kryjacego sie pod nazwa CPL304110. Etap ten zwigzany jest z reakcjg
kondensacji Claisena nienasyconego ketonu ze szczawianem dietylu. Poczatkowo Doktorant skupit
sie na opracowaniu warunkow dla reakcji prowadzonej w reaktorze okresowym. Odpowiedni dobor
rozpuszczalnika zapewniajgcego dobra rozpuszczalnosé jednego z substratéw umozliwito uzyskanie
pozadanego produktu kondesacji z wysokg wydajnoscig. Optymalizacja parametrow w reaktorze
przeptywowym z wykorzystaniem centralnego planu kompozycyjnego (CCD) oraz powierzchni
odpowiedzi (RSM) umozliwita Doktorantowi dobranie takich parametréw procesu, jakie przefozyty
sie na otrzymanie produktu z poréwnywalng wydajnoscia do tej, uzyskanej w reaktorze okresowym.
Produktywnoé¢ tego procesu wyniosta 74,4 g/h, a wydajno$¢ czasoprzestrzenna 3720 g/h/m®.
Zgodnie z o$wiadczeniem Doktoranta, uzyskane na tym etapie badad wyniki zostaty zebrane
w postaci manuskryptu i przestane do wydawnictwa. Doktorant nie umiescit zadnych dodatkowych
informacji odno$nie nazwy czasopisma, w ktdrym praca jest obecnie ewaluowana. Ze wzgledu
na brak szczegdtowych danych analitycznych typu widma NMR, analizy masowej uzyskanego
produktu, musze wierzy¢ na stowo, ze Doktorant zrealizowat swoj cel. Korzystajac z przywileju
recenzenta chciatbym réwniez zwréci¢ uwage, Ze w omawianej czesci streszczenia brakuje Rysunku
13,

Reasumujac stwierdzam, ze przyszto mi recenzowac interesujacq prace doktorsky. Wyniki
przedstawione w rozprawie niewatpliwie posiadajg elementy nowosci naukowej i zostaty juz
opublikowane w dwdch pracach w czasopismach o wysokim standardzie migdzynarodowym.
Wszystkie opisane w rozprawie pomysty dotyczace uzycia uktadéw przeptywowych w syntezie
inhibitora kinazy PI3K§ (CPL302415) oraz inhibitora pan-FGFR (CPL304110) zostaty pozytywnie
zweryfikowane. Warto wspomnie¢, ze mgr inz. Michatek jest autorem korespondencyjnym jednego
z manuskryptédw wchodzacego do cyklu prac omawianej dysertacji. Doktorant jest tez wspotautorem
trzech prac, z ktérych dwie majq zwigzek z tematyka przedstawionej rozprawy. Ponadto, wyniki jego
badan prezentowane byty na dwdch konferencjach naukowych.

Przedstawione w recenzji uwagi nie wptywajg na pozytywng ocene rozprawy. Uzyskane wyniki
oraz sposob ich interpretacji i prezentacji dowodzg ogolnej wiedzy Autora w dziedzinie chemii
organicznej. Mgr inz. Stanistaw Michatek wykazat sie ponadto samodzielnoscig prowadzenia badan
na szerokim froncie naukowym. Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca,
spefnia ustawowe kryteria stawiane rozprawom w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych,
dyscyplinie nauk chemicznych. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie mgr. inz. Stanistawa Michatka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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