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Ocena Pracy doktorskiej Pani mgr Anety Bobowskiej
pt. ,IRAK-4 kinase inhibitors as potential therapeutics in immune-oncology

diseases dependent on the functioning of the adapter protein MYD88”

Podstawe opracowania stanowi uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej, odnosnie powierzenia mi funkgji recenzenta
rozprawy doktorskiej mgr Anety Bobowskiej pt. ,Inhibitory kinazy IRAK-4 jako
potencjalne zwigzki terapeutyczne w chorobach immunoonkologicznych zaleznych
od funkcjonowania biatka adaptorowego MYD88” z dnia 30 wrzesnia 2025 roku.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anety Bobowskiej wykonana
pod kierunkiem Profesora Piotra Mlynarza dotyczy opracowania strategii syntezy
oraz kompleksowej charakterystyki pochodnych i ;
w swej strukturze

skutecznych inhibitoré6w kinazy IRAK-4.

Podjecie tego typu interdyscyplinarnych badan, i3czacych molekularne
modelowanie, synteze chemiczng oraz kompleksowa charakterystyke biologiczna
i fizykochemiczng jest uzasadnione szczegodlnie wobec rosngcych potrzeb
opracowania nowych efektywnych metod oftrzymywania i modyfikacji
strukturalnych, zwiazkéw biologicznie aktywnych o okreslonych wtasciwosciach
fizykochemicznych wykazujacych wyzszg stabilnos¢ i lepsze wlasciwosci
farmakokinetyczne w stosunku do standardowo stosowanych farmaceutykow.
Ponadto tematyka badan realizowanych w ramach dysertacji doktorskiej jest
odpowiedziag na kluczowe wyzwania wspoéiczesnej medycyny, jakimi s3 miedzy
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innymi przeciwdzialanie wzrostowi lekoopornosci komoérek nowotworowych na
powszechnie stosowane w terapiach onkologicznych leki, a takze ograniczanie
niepozadanych skutkéw ubocznych lekéw o dzialaniu przeciwzapalnym
i immunomodulujacym.

Recenzowana praca doktorska to klasyczne opracowanie o monograficznym
charakterze, liczace 149 stron, podzielone zasadniczo na dwie czesci: literaturowsa
i doswiadczalng. Bogato zilustrowana rysunkami (41), schematami (33) oraz tabelami
(40) dysertacja zawiera wykaz stosowanych skrétéw, co zdecydowanie ulatwia jej
lekture, a takze spis tresci, podsumowanie i wnioski.

W rozdziale poprzedzajgcym czes¢ literaturowg Autorka pracy zamiescila
rozdzial, w ktérym wyszczegolnita cele i etapy prac badawczych oraz harmonogram
zadan, ktore realizowala w ramach dwuipélletniego projektu badawczego we
wspélpracy z partnerem zewnetrznym. W czesci literaturowej, ktéra dobrze
wprowadza czytelnika w tematyke realizowanych badan na wstepie zostata opisana
struktura domenowa i funkcje biologiczne kinaz biatkowych zwigzanych z receptorem
interleukiny-1: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-3 i IKAK-4, ktérych szlak aktywacji odgrywa
kluczowa role w regulacji proceséw zapalnych i odpowiedzi immunologicznej.
W kolejnych podrozdziatach uwage czytelnika skupiono na wykazujacej najwyzszy
pozom ekspresji genowej, tytulowej kinazie IRAK-4, ktérej hamowanie stanowi
gléwny cel terapeutyczny w leczeniu choréb autoimmunologicznych, autozapalnych,
neurodegeneracyjnych oraz nowotworowych. Ponadto poza potencjalem
terapeutycznym matoczasteczkowych inhibitorow IRAK-4 Doktorantka przedstawila
aktualny stan badan klinicznych nad inhibitorami IRAK-4, jako potencjalnymi lekami
przeciwnowotworowymi i przeciwzapalnymi. Podkreslita wady inhibitoréw IRAK-4,
wskazujac jednoczesnie na istotne kierunki badari nad opracowaniem nowych
strategii syntezy ich analogéw, wykazujacych wyzsza skutecznos¢ i selektywnosc
terapeutyczna oraz pozadany profil farmakokinetyczny. Na kolejnych stronach
dysertacji doktorskiej zostaly oméwione zwigzkiu Poza parametrami
fizykochemicznym takimi jak: wielkoé¢ i konformacja czasteczki, powierzchnia
polarna (PSA), rozpuszczalnosé i lipofilowos¢ (logP), stabilno$¢ metaboliczna,
biodostepnosé i toksycznosé, ktére sa kluczowe dla interakcji z celem biologicznym

i maja istotny wptyw na profil farmakokinetyczny, zostaly przedstawione wybrane



metody syntezy tej klasy polaczen. Nastepnie Autorka pracy doktorskiej podata
przyklady standardowych reakcji cyklizacji, klasyfikujac je pod katem rodzaju
wigzania domykajacego ~ Szerzej niz inne reakcje syntezy
uktadow ' w przypadku ktorej
opisata mechanizm i rodzaje najczesciej stosowanych katalizatorow. Czesé¢ teoretyczng
zamyka podrozdzial, w ktérym w formie tabeli wymienione zostaly rzadziej
stosowane metody cyklizacji.

W kolejnym czwartym rozdziale dysertacji zostaly sprecyzowane szczegétowe
cele oraz cztery etapy badanh wpisanych w realizacje pracy:

* zaprojektowanie @z  wykorzystaniem  metod  modelowania
molekularnego serii zwigzkow charakteryzujacych sie korzystnymi
parametrami  farmakokinetycznymi =~ (ADMET) i  wysokim
powinowactwem do centrum aktywnego enzymu IRAK-4,

= opracowanie i optymalizacja procesu syntezy pochodnych

ze szczegOlnym uwzglednieniem
pod katem selektywnosci, wydajnosci i skali reakgji,

* analiza wlasciwosci fizykochemicznych zsyntezowanych pochodnych
determinujgcych hamowanie aktywnosci kinazy IRAK-4 oraz analiza
korelacji pomiedzy strukturg a aktywnoscia biologiczng,

* wyselekcjonowanie polaczenia o najskuteczniejszym  profilu
farmakokinetycznym (PK i ADME) ukierunkowanym na hamowanie
kinazy IRAK-4 i jego szczegolowa charakterystyka w aspekcie
rozpuszczalnosci, przepuszczalnosci, selektywnosci wzgledem innych
kinaz IRAK, toksycznosci, celem prowadzenia badan przedklinicznych.

Czeéé pracy doktorskiej zatytulowana ,Badania eksperymentalne” Autorka
poswiecita oméwieniu badan wlasnych. W pierwszym etapie badar na podstawie
modelowania molekularnego z zastosowaniem programu DataWarrior (wersja 5.2.1)
dokonata analizy interakgji ligand-biatko w obrebie centrum aktywnego kinazy IRAK-
4 oraz wskazala miejsca modyfikacji strukturalnych
zwigzku E-16, o niskiej aktywnosci w stosunku do kinazy IRAK-4. W ten sposoéb,
zostala zaprojektowana seria 39 sotencjalnych inhibitoréw kinazy

IRAK-4 o okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych (logP, PSA, masa



czasteczkowa) i profilu farmakokinetycznym (ADME). Ponadto przeanalizowane

zostaly znane z literatury metody otrzymywania ) _ ich

ograniczenia i zalety, co pozwolito na wskazanie

jako selektywnej i wydajnej metody . , + Zoptymalizowano warunki
- katem: rodzaju i ilosci katalizatora, rozpuszczalnika, stezenia

substratu, temperatury i czasu reakci, a takze zbadano wplyw udziatu

—na wydajnoé¢ i selektywnosc

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawiata trzy kilkuetapowe strategie
syntezy nowych pochodnych : ) . _+zawierajagcych w swej strukturze

ugrupowanie —. -roznigce si¢ rodzajem podstawnikow

aminowych i alkilowych w regionie odpowiedzialnym za tworzenie wigzan

L . Sposrod zaproponowanych metod otrzymywania pochodnych
i ' _ . zostal wybrany czteroetapowy proces. Pierwszym
etapem byla synteza pochodnej amidowej na drodze sprzegania

“awierajaca podstawnik §

w pozycji orto w obecnosci !
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R _ | Nastepnym etap stanowila reakgja alkilacji drugorzedowa

a i

b Natomiast

kolejnym reakcja

o

prowadzona w warunkach opracowanych i zoptymalizowanych na podstawie
modelowania molekularnego. Ostatnim etapem byta reakcja ~ .w wyniku ktérej
zsyntezowano - i o ' _ ktére zostaly

poddane testom na dzialanie hamujace aktywno$é kinazy IRAK-4. Ponadto

przeanalizowana zostata zalezno$¢ pomiedzy strukturg

-a ich aktywnoscig biologiczng (ICs50) wobec kinazy IRAK-4. Zbadano

wplyw rodzaju i dlugosci lacznika na tworzenie 1 ’ B

. _ L » Podjeta zostala takze proba
okreslenia korelacji pomiedzy aktywnosécia 1C50 a parametrami fizykochemicznymi:
lipofilowoscia (logP) i powierzchnia polarng (PSA) z uwzglednieniem regut

Lipiniskiego.



W celu otrzymania zaprojektowanych na drodze modelowania molekularnego

dwudziestu trzech analogéw * . zawierajacych

ax

w swej strukturze w miejscu {°

Doktorantka opracowata i zoptymalizowata pigcioetapowy proces, na ktory skiadaly

si¢ kolejno nastepujace reakgje: -
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zostala zbadana korelacja struktura a aktywnos¢ biologiczna. Kompleksowa analiza

laczaca aktywnosé biologiczng (ICs0) z lipofilowoécia (logP) i powierzchnia polarna
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(PSA) umozliwila wyselekcjonowanie pochodnych g

i,

z podstawnikami: ¢

- ktére charakteryzowata najwyzsza aktywnosé inhibitujacej

kinaze IRAK-4. Polaczenia R __ ktore wykazywaly
aktywnos¢ w testach biochemicznych, poddano testom reporterowym na liniach
komérkowych AML pochodnych monocytéw THP1-Lucia™.

Doktorantka przeprowadzila analize poréwnawcza pochodnych

“ _ _ i s , pod katem
aktywnosci biologicznej wobec kinazy IRAK-4, jak réwniez wlasciwosci
fizykochemicznych: masy molowej (MW), powierzchni polarnej (PSA) i lipofilowosci
(logP)), w celu okreslenia optymalnych parametrow determinujacych wysoka
aktywnos¢ biologiczng oraz korzystne wiasciwosci farmakokinetyczne. Ponadto

przeanalizowata efektywnos$¢ lipofilowa (LipE), ktéra laczy dane w aspekcie sity



dziafania (pICs0) i lipofilowosci (logP), a tym samym pozwala na kompleksowa ocene
jakosci zsyntezowanych potaczen pod wzgledem zaleznosci pomiedzy aktywnoscia
a wladciwosciami sprzyjajacymi biodostepnosci.

W wyniku przeprowadzonych badan, sposrod trzydziestu dziewieciu

zsyntezowanych
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yWybrane pochodne zostaly poddane
testom biochemicznym i komérkowym oraz wieloparametrowej analizie:
selektywnosci  kinazowej, przepuszczalnoéci komoérkowej, rozpuszczalnosci
kinetycznej oraz toksycznosci. Z uwagi na selektywnos¢ hamownia tylko 11 sposrod
395 zastosowanych w tescie kinaz oraz korzystny profil bezpieczenistwa, do dalszych
badan in vitro i in-vivo zostala wskazana pochodna z ugrupowaniem ¢

- e - jako najbardziej
obiecujacy inhibitor kinaz IRAK-4, speiniajaca reguty Lipinskiego. Charakterystyka in

.,

vivo profilu farmakokinetycznego (PK) 4 ‘olaczenia E-34 polegata na
okresleniu  kluczowych parametréw farmakokinetycznych (klirens, objetos¢
dystrybucji, okres péitrwania i biodostepnosc) z wykorzystaniem czterech réznych
drog podawania (doustnego, dozylnego, dootrzewnowego i podskérnego).

Rozdzial, w ktérym Doktorantka zaproponowata kierunki dalszych badari nad
optymalizacjg  profilu  farmakokinetycznego,  przepuszczalnosci/transportu,
selektywnosci i aktywnosci inhibitujacej dziatanie kinazy IRAK-4, poprzedza czesc¢ IV,
podsumowujgca badania prowadzone w ramach realizacji gléwnych celéw dysertacji.
W podsumowanie prac naukowo-badawczych zostaly umiejetnie wplecione uzyskane
wyniki i stopieni zrealizowania zdefiniowanych wstepnych zatozer.

W czgéci eksperymentalnej Autorka pracy doktorskiej zamiescita ogolne
informacje na temat stosowanych odczynnikéw chemicznych, opisy procedur
przeprowadzonych syntez wraz z charakterystyka spektroskopowa dla wybranych
zwigzkéw. W rozdziale tym zostaly wymienione réwniez metody, ktére wykorzystata

w celu monitorowania reakcji, a takze metodyka badari biologicznych

przeprowadzonych przez firmy zewnetrzne: ~
Przechodzgc do uwag, ktére wynikaja z powierzonej mi roli recenzenta, pragne

zauwazy¢, ze spos6b cytowania literatury, w mojej opinii, utrudnia jej lekture, z uwagi



na fakt, iz w wielu przypadkach dla konkretnej publikacji przypisano kilka (nawet
kolejnych) numeréw: np. publikacji autorstwa Lin-Chong Su, Wang-Dong Xu i An-
Fang FangHuang przypisano numery 1, 2, 3 i 52, natomiast publikacja G.W. Rhyasen,
D.T. Starczynowski zostala zacytowana w tekscie pracy z numerami 5, 8, 17, 18, 21.
Zalozenia i cele pracy doktorskiej zostaly szczegétowo przedstawione w rozdziale
czwartym, zaatutowanym , Cele pacy doktorskiej”, w zwigzku z powyzszym Autorka
niepotrzebnie wspomina o nich dodatkowo w innych rozdziatach np. w rozdziale 1.1,
2311 oraz 2314. Uwazam, ze w podrozdziale 23.1.2, poswieconym
matoczgsteczkowym inhibitorom kinazy IRAK-4, zabraklo przyktadéw cytowanych
w tekScie pochodnych i _ cormemmp— ‘ '

W pierwszym zdaniu podrozdziatu 5.2.2.3. (strona 58) Autorka powotuje sie na dane
majace wplyw na stabilnoéc i reaktywnosc katalizatoréw rutenowych, ktére czytelnik
znajduje w tabeli 13 i 14, zamieszczonych dopiero na stronach 60 i 61. W tym samym
rozdziale 5.2.2.3. Autorka pracy lakonicznie wspomina o innych stosowanych
katalizatorach, ktére powinna byla wymieni¢. Ciekawym powodem wyboru

e =

katalizatora'

5 ybyla jego ,,obecnosé
w laboratorium”. Nie znajduje uzasadnienia zamieszczenia na stronie 68
nieczytelnego fragmentu widma "H NMR zwiagzku E-02, na ktérym trudno dopatrzeé
sie rodzaju sygnaléw generowanych przez ¢ ) } a wyznaczenie statych
sprzezenia | nie jest mozliwe. Schemat 30, na ktérym zilustrowano trzyetapowa
metode otrzymywania pochodnej anilinowej I-32-R, zawiera bledny ogélny wzor
aminy i alkoholu tzn. podano, ze X=N,O, podczas gdy X-em jest grupa ~-NH2 lub -OH.
W  przypadku komercyjne niedostepnych drugorzedowych I
N ) — ktorych procedury otrzymywania zostaly opisane w czesci
eksperymentalnej, poza dwoma wyjatkami, nie podano danych spektroskopowych
potwierdzajacych ich budowe. W przypadku, gdy zwigzki sg znane, to zwyczajowo
cytuje sie literature, w ktérej mozna znalez¢ metode ich otrzymywania oraz dane
spektroskopowe. W kwestii potwierdzenia budowy chemicznej, zwlaszcza
nowych nieopisanych w literaturze polgczeni, za konieczne uwazam przedstawienie

kompleksowej charakterystyki strukturalnej. Szkoda, ze w czesci eksperymentalnej,

w przydatku nowych pochodnych —  E-4, E-6, E-14, E-22



Doktorantka nie podala wynikéw analizy spektroskopowej 'H NMR. Ponadto,
zabraklo rowniez danych spektroskopowych 13C NMR.

Podczas publicznej obrony prosze o wyjasnienia, ktére zoptymalizowane
parametry reakcji ) T ~—_,  byly okreslone
doswiadczalnie, a ktére na podstawie analizy danych literaturowych.

Autorka podczas redakcji pracy doktorskiej nie unikneta btedéw stylistycznych
w postaci powtarzania tych samych lub podobnych zagadnien tylko nieco innymi
stowami, a takze bledéw natury edytorskiej, ktére nie umniejszaja wartosci
merytorycznej pracy.

Istotnym uzupelnieniem tematyki badawczej i prowadzonych we wspoétpracy

__j prac naukowo-badawczych byloby
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zamieszczenie wykazu dorobku naukowego Autorki pracy doktorskiej.

Oceniajac warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze w mojej
opinii, do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych Pani mgr Anety Bobowskiej nalezy
zaliczyé¢:

= zaprojektowanie strategii syntezy trzydziestu dziewieciu nowych, nie

opisanych w ! - pochodnych zawierajacych

w  swej strukturze ugrupowania - e

;, 0 potencjalnym dziataniu
inhibicyjnym wobec kinazy IRAK-4,

= zoptymalizowanie warunkéw prowadzenia procesu syntezy, takich jak:
temperatura, czas reakcji, rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika, czy
ilos¢ i rodzaj katalizatora,

* analiza korelacji pomiedzy strukturg zsyntezowanych pochodnych

- ‘®a aktywnoscig inhibicyjna wobec kinazy IRAK-4
oraz okreSlenie optymalnych wlasciwosci fizykochemicznych (masy
czgsteczkowej, powierzchni polarnej (PSA), zakresu lipofilowosci
i aktywnosci lipofilowej (logP i LipE)) determinujacych wysoka
aktywnosé biologiczna (ICs0) i korzystne wlasciwosei
farmakokinetyczne,

* wyselekcjonowanie na podstawie wynikéw testéw biochemicznych

i komoérkowych oraz analizy poréwnawczej selektywnosci kinazowej,



przepuszczalnosci  komoérkowej,  rozpuszczalnosci  kinetycznej
i toksycznosci, g ] i e
10 wysokiej w zakresie nanomolowym aktywnosci inhibitujacej
dzialanie kinazy IRAK-4, a tym samym znacznym potencjale
terapeutycznym, oraz wskazanie kierunkéw optymalizacji profilu
farmakokinetycznego (PK) decydujacego o kwalifikacji do kolejnego

etapu badan przedklinicznych.

Analizujac cele sprecyzowane przez Doktorantke oraz zalozone kierunki badan
nie mam watpliwosci, Ze tematyka prowadzonych w ramach dysertacji doktorskiej
badan jest wazna i ciekawa, a uzyskane wyniki, niezaprzeczalnie maja wartos¢
poznawcza i aplikacyjng dla opracowania skutecznych strategii terapii
immunoonkologicznych.

Zaprezentowany w dysertacji doktorskiej material eksperymentalny
z wykorzystaniem tabel, wykreséw, schematéw reakcji i rysunkéw ilustrujacych
dokowanie molekularne biatko-ligand, $wiadczy o duzym nakladzie pracy, jaki Pani
mgr. Aneta Bobowska wlozyla w realizacje zatozonych cel6w. Natomiast umiejetne
pofaczenie danych teoretycznych i eksperymentalnych, jak réwniez wnikliwa
i logiczna dyskusja wynikéw oraz przekonujaca argumentacja odnos$nie wyboru

e - ) jako potencjalnego kandydata do
dalszych etapéw badan przedklinicznych $wiadczy o dojrzatosci naukowej
Doktorantki.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja autorstwa
Pani mgr Anety Bobowskiej zatytutowana: ,Inhibitory kinazy IRAK-4 jako potencjalne
zwigzki terapeutyczne w chorobach immunoonkologicznych zaleznych od
funkcjonowania biatka adaptorowego MYDB88” spetnia kryteria stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). W zwiagzku z powyzszym
z calym przekonaniem przedstawiam Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anety

Bobowskiej do dalszych etapéw obrony pracy doktorskie;j.



