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Recenzja pracy doktorskiej mgr farm. Pawla Krecisza
pt. ,,Opracowanie metod chromatograficznych w optymalizacji

projektowania oraz otrzymywania nowych radiofarmaceutykow”

Przedstawiona do oceny praca doktorska zatytutowana ,,Opracowanie metod
chromatograficznych w optymalizacji projektowania oraz otrzymywania nowych
radiofarmaceutykow” stanowi cykl 2 prac eksperymentalnych i 1 pracy przeglagdowe;.
Prace eksperymentalne zawierajg wyniki badan nad optymalizacja metod
pozwalajgcych na uzyskanie danych dotyczgcych parametréw fizykochemicznych
pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny takich jak logarytm P, pKa, opracowania
i zwalidowania metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC pozwalajacej
na zbadanie stabilnosci wyzej wymienionych pochodnych bedgcych nosnikami
niepromieniotwérczych izotopéw pierwiastkédw wykorzystywanych w diagnostyce
obrazowej z dziedziny medycyny nuklearnej a takze optymalizacji procesu
oczyszczania substancji z mieszanin poreakcyjnych lub ekstraktow naturalnych
technikg chromatografii absorpcyjnej typu flash w celu usprawnienia procesu
otrzymywania czystych chemicznie substancji biologicznie czynnych, niezaleznie od

przyjetej skali projektu. Z kolei praca przeglagdowa przedstawia i podsumowuje



najnowsze dane na temat nowoczesnych radioznakowanych ligandow biatkowych
stosowanych w diagnostyce i terapii.

Oceniana rozprawa doktorska liczy 82 strony, w ktérej zmieszczone zostaty
odpowiednio wykaz skrotow (str. 3), wstep (str. 4-7), cel pracy (str. 8), podjeta
problematyka badawcza wraz z uzyskanymi wynikami, ktérg Doktorant prezentuje
w zdefiniowanych i jasnych dla czytelnika podrozdziatach (str. 9-20), rozdziat
,Podsumowanie i wnioski” (str. 20-22) oraz spis piSmiennictwa liczacego 62 pozycje
literaturowe. Dysertacje konczg rozdziaty ,Oswiadczenia wspotautorow” (str. 73-77),
lista publikacji stanowigcych dorobek naukowy Doktoranta, zaréwno tego bedacego
podstawg rozprawy doktorskiej jak i pozostatego dorobku naukowego, tgcznie
ze wskazaniem wspotczynnika oddziatywania Impact Factor i punkiow Ministerstwa
Edukacji i Nauki a takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim (str. 81 i 82).

Zespot pod kierownictwem Pana Profesora Pawta Szymanskiego z Zakfadu
Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi od lat pracuje nad pochodnymi takryny o wielokierunkowym dziataniu. Badania
te pozwalajg na opracowanie substancji o potencjalnym znaczeniu w leczeniu
objawéw choroby Alzheimera jak réwniez dajg nadzieje na opracowanie potencjalnego
radiofarmaceutyku do wczesnej diagnostyki tego schorzenia. Modyfikacje struktury
takryny dotyczy¢ moga potaczenia ukftadu 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny za pomocy
tancucha weglowego o réznej diugosci, z réznymi podstawnikami jako ,zimne” analogi
potencjalnych radiofarmaceutykéw. Zastosowanie do badarn wyzej wspomnianych
zwigzkow utatwia pozyskanie informacji o wiadciwosciach substancji bez ryzyka
ekspozycji na promieniowanie. Istotnie, taka strategie zastosowat Doktorant podczas
opracowywania badan fizykochemicznych pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny
sprzezonych z kwasem jodobenzoesowym posiadajacym podstawnik halogenowy
jako potencjalnych substancji czynnych w leczeniu choroby Alzheimera,
co byto tematem publikacji 1 stanowigcej przedmiot dysertacji (Krecisz P et al.
Biomedical Chromatography, 2020;34;e4906). Wyzej wymienione zwigzki zostaty
otrzymane i scharakteryzowane przez zespdt Pana Profesora Szymanskiego
a opublikowanie w Chemical Biology and Drug Design w 2018 roku (Skibinski R et al.
Chem. Biol. Drug Des. 2018;91;505).

W tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktorant o wyjasnienie pewnej kwestii;
w tresci publikacji 1 Doktorant wnosi, ze opracowywat whasciwosci fizykochemiczne

serii zwigzkéw otrzymanych przez Pana Skibifiskiego i innych. Dlaczego wiec
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w recenzowanej dysertacji (strona 10) Doktorant stwierdza, ze ,Analiza oparta na
przesunieciu maksiméw absorbcji pod wplywem zmiany pH pozwolita na precyzyjne
okreSlenie warto$ci pKa pochodnych tetrahydroakrydyny sprzezonej z kwasem
3,5-dichlorobenzoesowym [pozycja literaturowa 24, Czarnecka K et al. International
Journal of Molecular Sciences 2020,21,3765], kwasem 2-jodobenzoesowym, kwasem
3-jodobenzoesowym, kwasem 4-jodobenzoesowym [pozycja literaturowa 25, Krecisz
P et al. Biomedical Chromatography, 2020;34,e4906 — czyli publikacja 1],
indometacyng [pozycja literaturowa 26, Zawada K et al. Chemical Papers,
2021;75,249] oraz pochodnych cyklopentachinoliny sprzezonej z kwasem
6-chloronikotynowym [pozycja literaturowa 27, Czarnecka K et al. International Journal
of Molecular Sciences 2019,20;498]?

Badania przeprowadzone przez Dokioranta wykazaty, ze pochodne
1,2,3,4-tetrahydroakrydyny sprzezone z kwasem jodobenzoesowym posiadajgcym
podstawnik halogenowy w pozycji orto, meta lub para wykazywaty Sredni wzrost
wartosci pKa 1 oraz spadek wartosci pKa 2 wraz ze wydtuzeniem tafcucha weglowego
taczgcego czgsteczke pochodnej takryny z kwasem jodobenzoesowym. Istotne dla
warto$¢ pKa miato rowniez miejsce podstawiania, i tak: podstawianie atomu jodu
w pozycji orfo powodowato $rednio najnizsze wartosci pKa 1 i najwyzsze wartosci
pKa 2, natomiast pozycja para powodowata odwrotng tendencje. W kolejnym etapie
badann Doktorant wykazat, ze w przypadku wartosci log P, dtugos¢ tancucha
weglowego i utozenie podstawnika wplywaly znaczgco na wzrost lipofilowosci
czgsteczki. Lipofilowos¢ izomeréw wzrastata zawsze w kolejnosci zgodnej
z kolejnoscig podstawienia atomu jodu w pierScieniu aromatycznym kwasu
benzoesowego. Uzyskane wyniki badarn Doktorant porownat z obliczeniowymi
warto$ciami parametrow pKa 1, pKa 2 oraz log P wygenerowanymi przez
oprogramowania ALOGPS 2.1 oraz ChemAxon 2018 wnioskujac, ze byly one nizsze
od tych obliczeniowych. Mgr Krecisz stwierdzit, ze powyzsze réznice wynikajg z faktu,
ze obie metody obliczeniowe uwzglednity w kalkulacjach wptyw dtugosci tancucha
alkilowego bez uwzglednienia potozenia podstawnika w pierscieniu aromatycznym.

W kolejnym etapie badan, Doktorant opracowat metode HPLC pozwalajgcg na
oznaczenie ilosciowe zwigzkoéw pochodzacych z badania stabilnosci chemicznej
pochodnej tetrahydroakrydyny sprzezonej z kwasem 3-jodobenzoesowym
w roztworze (oznaczenie w publikacji 1 jako substancja 3b), bedgcym w temperaturze

pokojowej bez dostepu swiatta, w niskim i wysokim pH, podwyzszonej temperaturze,
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warunkach stresu oksydacyjnego oraz wystawionych na dziatanie promieniowania UV.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze substancja 3b jest trwata w roztworze
metanolowo-wodnym przez 24 godziny w temperaturze pokojowej bez dostgpu swiatta
oraz jest odporna na czynniki utleniajgce. Srodowisko silnie kwasowe lub silnie
zasadowe nie miato wptywu na trwatos¢ czasteczki w roztworze, natomiast substancja
okazata sie wrazliwa na promieniowanie UV. W celu rzetelnego przeprowadzenia ww.
oznaczen, Doktorant w peni zwalidowat metode HPLC zgodnie z protokotem Q2
opublikowanym przez Miedzynarodowg Rade ds. Harmonizacji. Mgr Krecisz
sprawdzeniu poddat liniowo$¢ wraz z zakresem, precyzje, posrednig precyzje,
doktadnos$é, specyficzno$é, czutosé, elastycznos¢ oraz wprowadzit testy
odpowiedniosci systemu monitorujgce kazdy rozdziat w czasie rzeczywistym.

W drugiej czesci wykonywanych prac badawczych, sktadajgcych sig na kolejng
zaprezentowang w dysertacji publikacje naukowg (publikacja 2, Krecisz P et al. Journal
of Chromatographic Science 2021;bmab097;1), mgr Krecisz opracowat metode
optymalizujgcg rozdzialy chromatografii adsorpcyjnej typu flash wykorzystywanej
w celu oczyszczania produktow reakciji. Doktorant w swojej pracy opracowywat metody
rozdzialu mieszanin poreakcyjnych celem uzyskania czystych pochodnych
tetrahydroakrydyny sprzezonych z réznymi zwigzkami (kwasem
3,5-dichlorobenzoesowym, indometacyng i innymi). Zwiagzki te zostaty otrzymane
i scharakteryzowane uprzednio przez zespét badawczy Profesora Szymanskiego
(Czarnecka K et al. International Journal of Molecular Sciences, 2020;21,3765; Krecisz
P et al. Biomedical Chromatography, 2020;34;e4906; Zawada K et al. Chemical
Papers, 2021;75;249).

Bazujgc na doswiadczeniu naukowym nabytym uprzednio, mgr Krecisz
opracowat metody obliczania nachylenia gradientu w rozdziatach preparatywnych
technika chromatografii typu flash dopasowanej indywidualnie do mieszaniny
poddawane] rozdziatowi w oparciu o dane pozyskane z chromatograméw TLC
i sprecyzowanej na pojedynczy sktadnik tej mieszaniny. Podstawa obliczeniowa
opracowanej przez Autora metody koresponduje z teorig elucji gradientowe;
przedstawionej przez Jandera i wspotautoréw (Journal of Chromatography
1974;91;207; Journal of Chromatography 1974;91;223). Rozdziaty, w ktorych
zastosowano gradient opracowany tg metodg pozwolity na prawidtowe rozdzielenie
sktadnikow mieszanin  zachowujgc symetryczny ksztalt piku niezaleznie

od zastosowanej techniki podazy prébki. Ponadto dzieki tej metodzie mozliwe jest
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uzyskanie zawsze tego samego czasu rozdziatu mierzonego w objgtosciach kolumny.
Co wiecej, opracowana przez Doktoranta metoda pozwala na zminimalizowanie
nieoczekiwanego wplywu rozpuszczalnika probki na ksztalt pikéw, co usprawnia
i utatwia proces oczyszczania substancji biologicznie czynnych.

Niezwykle interesujacg jest tematyka publikacji 3, rowniez stanowiacej
przedmiot przedtozonej dysertacji (publikacja 3, Krecisz P et al. Bioconjugate
Chemistry 2021;32;25). W pracy tej Doktorant zebrat najnowsze dane na temat
nowoczesnych radioznakowanych ligandéw biatkowych stosowanych w diagnostyce
i terapii. Praca zawiera dane na temat nowo wprowadzonych matych biatek, jak
i duzych struktur takich jak przeciwciata monoklonalne i zostata podzielona na sekcje
dotyczgce strategii receptorowej, radioimmunoterapii wraz z radioimmunodiagnostyka
przy uzyciu radioznakowanych przeciwciat oraz analize badan klinicznych

radioznakowanych pochodnych biatkowych w latach 2008-2018.

Reasumujgc, tematyka podjeta przez Doktoranta wpisuje si¢ w aktualne
kierunki badan chemii medycznej i chemii farmaceutycznej. Badania wchodzace
w sktad recenzowanej rozprawy doktorskiej dostarczajg narzedzi pozwalajgcych
na optymalizacje projektowania i otrzymywania nowych struktur zwigzkéw biologicznie
czynnych, w szczegodlnoséci radiofarmaceutykow dzigki zastosowaniu strategii
wykorzystania do badan ,zimnych” analogéw tych zwigzkow.

Na uwage zastuguje catkowity dorobek naukowy Doktoranta, gdzie obok dwdch
doniesien zjazdowych, mgr Pawet Krecisz jest autorem lub wspotautorem 10 publikacii
z listy czasopism Journal Citation Report oraz 1 publikacji w czasopismie polskim
nieindeksowanym, przy czym catkowity Impact Factor osiggnigty przez Autora wynosi
37,768 i punktacji Ministerstwa Edukacji i Nauki 880. Wprawdzie Doktorant jedynie
w 3 z tych prac jest pierwszym autorem, nie umniejsza to jednak ogromu pracy
naukowe, wszechstronno$ci i zaangazowaniu w samorozwoj.

Z kolei majgc na uwadze niniejsza dysertacje, chciatabym zauwazyé¢, ze wyniki
badan je stanowigcych zostaly opublikowane w 2 publikacjach eksperymentalnych
i 1 pracy przeglagdowej o tgcznym wspotczynniku oddziatywania Impact Factor 8,294.
We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem, zas jego udziat procentowy
wskazuje na wiodaca role zaréwno w opracowaniu koncepcji, wykonaniu badan, jak
rowniez w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw i ostatecznie postawieniu

whnioskéw koncowych.



Pomimo, iz prace wchodzace w sklad ocenianej rozprawy doktorskiej

mgr farm. Pawia Krecisza zostaly juz ocenione przez niezaleznych ekspertow danego

czasopisma, z obowigzku recenzenta mam kilka dodatkowych pytan i uwag:

1.

Doktorant wskazuje na opracowanie metody obliczania nachylenia
gradientu w rozdziatach preparatywnych technikg chromatografii typu flash.
Nie mozna jednak odnalez¢ w tresci rozprawy na czym konkretnie polegato
to opracowanie.

W publikacji 1 Autor wnosi, ze réznice uzyskane migdzy wartosciami
eksperymentalnymi a obliczeniowymi w przypadku wartosci log P i pKa
wynikaé moga z nie uwzglednienia potozenia podstawnika halogenowego
w pierécieniu aromatycznym przez metody obliczeniowe. Czy znane sg
Doktorantowi jakies doniesienia literaturowe potwierdzajgce to
przypuszczenie?

Doktorant wskazuje w publikacji 1, ze poddane badaniom
fizykochemicznych zwigzki wykazujg aktywno$¢ biologiczng wzgledem
acetylocholinoestraz oraz zapobiegajg agregacji B-amyloidu. Dalej wskazuje
znaczne roznice miedzy nimi w badaniach wartosci, np. log P. Stad nasuwa
sie pytanie, czy uzyskane wyniki moga przektada¢ si¢ na aktywnosc
biologiczng i potencjat terapeutyczny oraz wtasciwosci farmakokinetyczne
zwigzkéw w warunkach in vivo? Mogtoby to ttumaczy¢ powdd, dla ktérego
ostatecznie to zwigzek 3b zostat poddany dodatkowym badaniom
fizykochemicznym (np. stabilno$¢ chemiczna).

Kwestia badania stabilno$ci chemicznej zwigzku 3b w publikacji 1;
na chromatogramie (Rycina 3) zaobserwowa¢ mozna obecnos¢
zanieczyszczen (dodatkowe piki); wprawdzie w publikacji 1 Doktorant nie
identyfikuje tych zanieczyszczen, ale czy mimo to zostaty wykonane badania
w kierunku okreslenia rodzaju i struktury chemicznej powstatych
dodatkowych zwigzkéw (np. technika LC-MS, TLC)? Czy zdaniem
Doktoranta sg to faktycznie zanieczyszczenia czy moze produkty degradaciji
3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-ylamino)butyljbenzamidu?

W pracy odnalezé mozna drobne btedy stylistyczne i interpunkcyjne.
Ponadto w bibliografii w wielu miejscach brakuje numerdéw stron (pozycja 24,

26) lub tez podane sg one biednie (pozycja 27). Jak wspomniatam powyzej,
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pozycja literaturowa 25 to publikacja 1, ktdra w spisie literaturowym jak
i spisie catkowitego dorobku naukowego Doktoranta zostata podana btednie.
Wedle wydawcy, praca autorstwa Pawia Krecisza, Kamili Czarneckiej
i Pawla Szymanskiego zostala wydana w czasopismie Biomedical
Chromatography w roku 2020, w tomie 34, numer 10 a nie tomie 9 jak wnosi

Autor.

WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzja praca doktorska
mgr farm. Pawla Krecisza pt. "Opracowanie metod chromatograficznych
w optymalizacji projektowania oraz otrzymywania nowych radiofarmaceutykow”
spetnia wymagania ustawowe dotyczace rozpraw doktorskich, okreslone przez
Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2020 r., poz. 85 z pézn.zm.). W zwigzku z powyzszym, wnosze¢ do Rady
Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi
o dopuszczenie mgr Pawila Krecisza do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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