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Recenzja pracy doktorskiej
mgr Jacka Mularskiego

Rozprawa doktorska autorstwa Pana mgr Jacka Mularskiego zatytulowana ,,Projektowanie
i synteza nowych inhibitoréw kinaz tyrozynowych” zostala wykonana w Zakladzie Chemii
Organicznej Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem dr hab. inz.
Roberta Musiola.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Jacka Mularskiego ma charakter
klasyczny i sklada si¢ z wprowadzenia, w ktorym sformulowano cel pracy, czesci poswieconej
opisowi aktualnego stanu wiedzy, opisu badan wiasnych, wnioskow, czesci eksperymentalnej
i spisu cytowane;j literatury, na ktory sktada si¢ 231 pozycji. Analizujac cytowang literature da sie
zauwazy¢, ze autor dokonatl szerokiego przegladu literatury opierajac si¢ zarowno na doniesieniach
sprzed 2000 roku, jak i bazujac gtownie na pozycjach z lat 2001-2015 oraz uzupelniajac te dane
najnowszymi doniesieniami z lat 2016-2019 (tych pozycji jest najmniej, doliczytam si¢ ich
zaledwie 17). Pozytywnie odbieram dodanie po sformulowaniu wnioskéw rozdzialu
zatytulowanego ,,Dalsze plany badawcze”, co nie jest ogdlnie przyjete w pracach doktorskich,
jednak podkresla, ze autor badan ma wizje na najblizszg przyszto$¢ i zdaje sobie sprawe,
ze w trakcie realizacji swojej pracy doktorskiej nie wyczerpal zatlozonego tematu.

Kinazy tyrozynowe, bedace zalozonym celem molekularnym dla projektowanych w ramach
pracy doktorskiej zwigzkow, stanowig podklase kinaz bialkowych odpowiedzialnych za transfer
reszty fosforanowej z wysokoenergetycznego substratu, jakim najczesciej jest ATP, do okreslonego
biatka powodujac jego fosforylacje. W przypadku kinaz tyrozynowych fosforylacji ulega grupa
w lanicuchu bocznym tyrozyny obecnej w fosforylowanym biatku. Fosforylacja ta prowadzi do
zmiany konformacji biatka i tym samym wplywa na petnione przez nie funkcje. Kinazy tyrozynowe
sg gtéwnymi modulatorami przesytania sygnaléw zwigzanych z podstawowymi funkcjami komorki.
Posredniczag w regulacji wigkszosci drég przenoszenia sygnatu zewngtrzkomorkowego, a takze
kontrolujg wiele procesow komérkowych takich jak regulacja wzrostu i réznicowania, w tym takze
patologicznego, kontrola cyklu komoérkowego, sygnalizacja transbtonowa i wewngtrzkomérkowa,
kontrola licznych szlakoéw metabolicznych, regulacja transkrypcji, regulacja dzialania kanatow
jonowych oraz receptoro6w niektorych neurotransmiterow. Ze wzgledu na kluczowg role kinaz
tyrozynowych w zlozonym procesie przenoszenia sygnatow, regulacja ich aktywnosci warunkuje
prawidlowe funkcjonowanie wszystkich komoérek organizmu. W przypadku licznych chordb,
zwlaszcza nowotworowych, stwierdzono zaburzenia w przekazie sygnatu przez te enzymy.
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W wielu przypadkach, na skutek mutacji i nadekspresji genow kodujacych kinazy, dochodzi
do niekontrolowanego wzrostu i proliferacji komérek nowotworowych oraz do ich przerzutowania.
Dlatego regulacja aktywnosci kinaz tyrozynowych moze mieé zasadnicze znaczenie w terapii
przeciwnowotworowe;.

Wiagnie ta tematyka zajgt sie mgr Jacek Mularski w swojej pracy doktorskiej. Juz we
wstepie tej pracy, autor zwraca uwage, ze inhibitory kinaz biatkowych sg znanymi lekami
przeciwnowotworowymi i od lat prowadzone sg w tym zakresie badania zaré6wno podstawowe,
jak i wdrozeniowe. Autor zwraca réwniez uwage, ze enzymy te lokujg si¢ wsrod
najpopularniejszych celéw molekularnych. Ponadto, autor pracy podkresla, ze czgsto leki
skierowane na jeden cel nie wywierajg zlozonych efektow i dlatego istotne jest projektowanie
lekéw wielocelowych, w tym przypadku zdolnych do jednoczesnego hamowania kilku
onkogennych kinaz.

Przedstawiona do recenzji praca powstala w oparciu o wyniki badan, ktérych celem byla
weryfikacja mozliwoéci wykorzystania ukladéw styrylochinazoliny w projektowaniu inhibitor6w
kinaz tyrozynowych o poszerzonym profilu selektywnosci. Wedtug koncepcji doktoranta, uktady
styrylochinazolonu stanowi¢ mialy rdzefi do syntezy serii 4-aminochinazolin oraz
4—sulfanylochinazolin, ktérych aktywno$¢ biologiczng postanowiono przetestowac zaréwno pod
katem zdolnosci do hamowania aktywnosci o$miu wybranych enzyméw z grupy kinaz, jak i pod
katem zdolnosci do hamowania proliferacji siedmiu wybranych linii nowotworowych. Autor
postanowit okresli¢ réwniez toksyczno$é otrzymanych zwigzkéw wzgledem komérek normalnych
fibroblastéw skéry NHDEF.

Cze$é literaturowa pracy jest do$¢ obszerna (47 stron) i podzielona zostata na czesci,
z ktorych pierwsza pos$wiecona jest zagadnieniom zwigzanym z racjonalnym projektowaniem
lekéw i obejmuje zaréwno projektowanie zorientowane na znane fragmenty molekularne, jak
i problem zréznicowanej aktywnosci konformerow. Autor omawia réwniez pojecie i znaczenie
bioizosteryzmu oraz idei struktur uprzywilejowanych w projektowaniu lekéw, a takze metodg
laczenia szkieletéw wykorzystywang w projektowaniu ligandéw wielocelowych. W kolejnej czg$ci
autor przedstawia opisane w literaturze inhibitory kinaz poczawszy od Saracatinibu, poprzez
szeroka game innych opatentowanych lub opisanych w literaturze struktur. W tym miejscu nalezy
zwrécié uwage na niekonsekwencje w stosowaniu nazwy leku, ktdry raz pojawia si¢ jako
,,Saracatynib” a kiedy indziej jako ,,Saracatinib”. Osobny rozdzial jest poswigcony juz stosowanym
w lecznictwie inhibitorom kinaz tyrozynowych, z uwzglednieniem konkretnego celu molekularnego
i podaniem wskazan do leczenia. Kolejny fragment czgsci literaturowej poswigcony zostat kinazom
z uwzglednieniem opisu ich funkcji, budowy, dzialania oraz mozliwych mutacji. Ostatni rozdzial
czesci literaturowej poswiecony zostal tematyce zwigzanej z wielocelows terapig onkologiczng.

O ile studia literaturowe zostaly przeprowadzone gruntownie, a zaproponowany uklad tej
czedci pracy wydaje sie stuszny i stanowi wprowadzenie oraz uzasadnienie do wyboru tematyki
opisywanych w kolejnej czesci badan, o tyle stownictwo i czasami zbyt wyrafinowany jezyk uzyte
w tej czeéei pracy nieco utrudnia czytelnikowi lekturg tego fragmentu pracy doktorskiej. Nie udato
sie réwniez unikngé doktorantowi zar6wno bledow gramatycznych jak ibledéow edytorskich.
W pracy po Rysunku 24 pojawia sie na str. 37 od razu Rysunek 26. Po nim z kolei pojawia si¢
Rysunek 31, a nastepnie w pracy znalezé mozna seri¢ Rysunkéw 29 (od a do f) oraz Rysunek 30.
Na Wykresie 2 (str. 37) przedstawiono korelacje ilosci wystgpujacych domen SH2 w kinomach
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roznych gatunkéw, jednak skroty gatunkow przedstawionych na wykresie jedynie czesciowo
zgadzajg sie z opisem po prawej stronie wykresu. Jedynie pigé z dwunastu przedstawionych na
wykresie skrotow gatunkéw znalazto rozwiniecie skrotu w opisie do wykresu. Z kolei cztery
gatunki opisane po prawej stronie wykresu nie znalazly si¢ na wykresie. Na stronie 43 w tekscie
znalazto sie odwotanie do Rysunku 27¢, ktorego w ogdle nie ma. Mam réwniez watpliwosci natury
nomenklaturowej w stosunku do okre$lenia, ktore autor uzyt w odniesieniu do inhibitoréw opartych
na szkielecie 9-(arenoetenylo)puryny przedstawionych na Rysunku 2, a opisanych jako ,,struktury
2,6-dwupodstawionych fragmentow adeniny”.

Oméwienie wynikow badan wiasnych mgr Jacek Mularski rozpoczyna od przedstawienia
informacji pozwalajacych na uzasadnienie wyboru 2-styrylochinazoliny jako szkieletu do syntezy
serii zwigzkéw majacych wykazywaé okreslong aktywnos$¢ biologiczng. Nastepnie autor omawia
jak manipulowanie wprowadzanymi podstawnikami moze wplywaé na wihasciwosci elektronowe
samego rdzenia chinazoliny oraz uzasadnia kwestiami zwigzanymi z farmakokinetyka wybor
wprowadzanego do niektorych zwigzkdw ugrupowania 1,3-benzodioksolu. Po tym wprowadzeniu,
w kolejnym podrozdziale doktorant omawia juz kwestie zwigzane z kilkuetapowa syntezg
poszczegolnych zwigzkéw bazujge na znanych i opisanych w literaturze reakcjach. W poczatkowej
fazie konieczne bylo otrzymanie 2-metylo-4(3H)chinazolonu oraz jego pochodnej zawierajgcej
chlor w pozycji C-7 w dwuetapowej sekwencji reakcji z wykorzystaniem pochodnych kwasu
2—aminobenzoesowego jako substratu. Kolejnym krokiem byla reakcja kondensacji z odpowiednim
aldehydem prowadzaca do uzyskania serii 2-(E)-styrylochinazolonéw, dla ktérej to reakcji autor
omawia dobér warunkow pozwalajgcych na uzyskanie najlepszych wydajnosci pozgdanych
produktow. Testowano zaréwno sktad medium reakcyjnego, jak réwniez czas itemperature
prowadzonej reakcji. W tym miejscu zastanawia mnie zamieszczone w tekscie sformutowanie ,,po
ochtodzeniu mieszaniny, przemywano jg gorgcym Et,0”. Co autor rozumie pod pojeciem
»goracego eteru dietylowego” biorgc pod uwage, ze temperatura wrzenia tego rozpuszczalnika to
34,6 °C? Autor zwraca roéwniez uwage, ze ,,w wariancie reakcji prowadzonych w polu
mikrofalowym zauwazalnie skraca si¢ czas do osiggniecia podobnego poziomu wydajnosci jak tej
uzyskiwanej konwencjonalnie”. Jednak autor nie zastanawia si¢, czy wplyw na taki stan rzeczy ma
zastosowanie mikrofal, czy tez moze mieszanina reakcyjna potraktowana okreslong mocg
promieniowania mikrofalowego po prostu ogrzala si¢ do wyzszej temperatury. Warto o tym
wspomnie¢ tym bardziej, ze ani w opisie badan wlasnych, ani w czesci eksperymentalnej nie ma
informacji na temat temperatury mieszaniny reakcyjnej w reaktorze mikrofalowym.

W kolejnym etapie otrzymane 2-styrylochinazoliny poddane zostaly funkcjonalizacji
fragmentem benzenosulfonowym w reakcji z odpowiednim chlorkiem benzenosulfonowym
prowadzonej w obecnos$ci zasady. Autor zwraca uwage, ze zastosowanie ,,N,N-diizopropyloaminy”
(powinno by¢ N,N-diizopropyloetyloaminy) zamiast trietyloaminy korzystnie wptywa na wydajnosé
i czysto$¢ otrzymanych pochodnych, jednak nie zadaje sobie trudu aby wyjasni¢ z czego moze to
wynikac.

Ostatnim  etapem  syntezy zaplanowanych zwigzkéw  zawierajgcych  szkielet
2—styrylochinazoliny byto podstawienie grupy arylosulfonowej odpowiednimi aryloaminami badz
arylotiolami (dostepnymi komercyjnie lub uzyskanymi z odpowiednich chlorkéw sulfonowych

)
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w wyniku reakcji redukcji). W efekcie autor otrzymal game 4-N-podstawionych lub 4-S-
podstawionych pochodnych 2—styrylochinazoliny. W tym miejscu zabraklo mi tabelarycznego
zestawienia struktur wszystkich syntezowanych zwigzkow z przypisanymi im odpowiednimi
numerami i wydajnosciami, z jakimi je otrzymano.

Po zakoniczeniu czesci syntetycznej, mgr Jacek Mularski przeszedt do omawiania wynikow
badan biologicznych poprzedzajac te cze$¢ wprowadzeniem, w ktorym zdefiniowano pojecia
wartosci ICsp i K;. Autor dodat w tej czesci przypis informujacy o tym, ze badania aktywnosci
biologicznej zostaly wykonane we wspoélpracy z dr Katarzyng Malarz. Poniewaz nie znalaztam
w pracy opisu procedur stosowanych do badan nad hamowaniem aktywnosci kinaz oraz do
okreslania cytotoksyczno$ci zwigzkéw, pojawia sie pytanie czy ta wspolpraca polegala na tym,
ze wszystkie badania biologiczne wykonata dr Katarzyna Malarz, a autor jedynie zamiescit w pracy
doktorskiej uzyskane wyniki i je zinterpretowal, czy tez moze mgr Jacek Mularski uczestniczyt
w wykonywaniu badan biologicznych. Wydaje mi si¢ jednak, ze niezaleznie od odpowiedzi na to
pytanie, warto bylo w czgsci eksperymentalnej zamiescié krotki opis postepowania przy tych
badaniach. Tym bardziej, ze doktorant wspomina, ze badania pod katem zdolnosci otrzymanych
zwigzkéw do inhibicji wybranych kinaz prowadzono jedynie aby okresli¢ poziom zahamowania
enzymow przy jednym stezeniu badanych zwigzkéw, nie podaje jednak jakie to bylo stezenie.
Tylko dla najbardziej obiecujgcych zwigzkéw przeprowadzono rozszerzone pomiary pozwalajgce
na wyznaczenie parametru ICso. Rowniez w tym przypadku nie podano stezen, dla ktérych
prowadzono pomiary oraz nie podano jak wygladata procedura prowadzenia reakcji
enzymatycznych oraz analityki uzyskanych probek. Jest to o tyle istotne, ze patrzgc na wyniki I1Csg
zebrane w Tabeli 11 zauwaza si¢ wyjatkowo wysokie warto$ci odchylen standardowych,
co sprawia ze mozna mie¢ watpliwosci co do prawidlowosci i dokladnosci wykonanych oznaczen.
Nurtuje mnie réwniez pytanie, czy w przypadku przedstawienia procentowego udzialu efektow
hamujacych dla poszczegélnych kinaz tyrozynowych (Tabela 12) z rozmyslem nie podano
wynikow badan biologicznych dla niektérych otrzymanych zwigzkéow i podyktowane to bylo
catkowitym brakiem ich aktywnosci, czy tez nie wszystkie otrzymane zwigzki poddano tym
badaniom. Intryguje mnie réwniez, dlaczego nie wytypowano zwigzku le¢ do wyznaczenia
parametru ICsg, skoro wyniki uzyskane dla tego zwigzku przedstawione w Tabeli 12 byly réwnie
dobre jak w przypadku zwigzku 6b, dla ktérego parametr ICsy wyznaczano.

Bazujgc na uzyskanych wynikach, autor starat si¢ przeanalizowa¢ i omdéwié zalezno$ci
obserwowanej aktywnosci biologicznej od struktury badanych zwigzkéw i poswiecit tym
rozwazaniom dos$¢ sporo uwagi, podpierajgc si¢ przy tym réwniez wynikami dokowania wybranych
zwigzkow do czterech kinaz.

Oprécz zdolnosci otrzymanych zwigzkéw do hamowania aktywnosci okreslonych kinaz,
autor zbadal réwniez ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w warunkach in vifro wobec siedmiu
linii komoérek nowotworowych oraz zbadal ich cytotoksycznos¢ wzgledem komorek normalnych
fibroblastow skéry NHDF. Wsrod kilku najaktywniejszych zwigzkéw znalazty sie zar6wno 4-N-
podstawione chinazoliny, 4-S-podstawione chinazoliny jak i benzenosulfoniany pochodne
2-styrylochinazoliny. Niestety, wiekszo$¢ tych zwigzkéw okazata si¢ by¢ réwniez toksyczna
wzgledem komorek zdrowych. Na uwage zashuguje jednak pochodna 2a, ktéra jest aktywna wobec
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wszystkich testowanych linii nowotworowych przy jednoczesnej umiarkowanej toksyczno$ci
wobec komérek zdrowych. Szczegélnie w przypadku komorek biataczki i raka trzustki indeks
selektywnosci dla tego zwigzku jest zadowalajacy.

Czgs¢ eksperymentalna napisana jest bardzo zwigzle, co momentami mozna uzna¢ za wade
w przypadku, gdyby kto$ chcial powtorzyé jaka$ procedure. Przykladowo na str. 89 autor pisze
0 ”zachowaniu st¢zeniu substratéw 0,2”, nie podaje jednak o jakie stezenie chodzi. Dopiero
poréwnujge procedure z jej omoéwieniem w czgsci badawcezej mozna zauwazyc¢, ze chodzi o stezenie
molowe. Jedli chodzi o metody spektroskopowe wykorzystane do scharakteryzowania nowych
zwigzkéw to brakuje tutaj konsekwencji. Dla niektérych zwigzkéw wykonano jedynie widma
'HNMR, dla innych widma 'H i >C NMR, dla jeszcze innych do danym uzyskanych z widm
NMR dotgczono dane HRMS. W czgéci eksperymentalnej zapomniano opisa¢ zwigzek 2a, ktory
wszakze musial byé otrzymany, skoro potem z niego otrzymano pochodne 2b i 2¢. Podobnie
w czgéci eksperymentalnej pominigto zwigzek Se, dla ktérego wyniki badan biologicznych ujeto
w Tabeli 12 oraz w Tabeli 16. Zaintrygowal mnie réwniez skrét ,,appt” wielokrotnie uzyty do
okreslenia multipletowosci sygnaléw na widmach 'H NMR. Jest to co prawda skrét uznany przy
opisic widm NMR lecz nie stosowany zbyt czgsto. Przy tej okazji nasuwa si¢ my$l, ze wskazane
byloby umieszczenie na poczatku pracy spisu stosowanych w niej skrotow.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze mgr Jacek Mularski osiggnat zalozony przez siebie cel
i po zaprojektowaniu w racjonalny sposéb okreslonych struktur zwigzkéw opartych na szkielecie
2—styrylochinazoliny, w wyniku przeprowadzonych syntez uzyskat te zwigzki i potwierdzil ich
strukture na podstawie analizy danych spektroskopowych. Przeprowadzony screening wlasciwosci
biologicznych wykazat, ze uzyskano dwa typy zwigzk6w, ktorych wiasciwosci mozna podzielié ze
wzgledu na wywolywany przez nie efekt. Jedna grupa obejmuje zwigzki o dobrych wiasciwosciach
przeciwnowotworowych wykazujacych jednoczesnie mniejszg zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
testowanych kinaz tyrozynowych. W drugiej grupie znajdujg si¢ zwigzki bedace efektywnymi
inhibitorami kinaz tyrozynowych lecz o nizszej aktywnosci cytotoksycznej wzgledem testowanych
linii nowotworowych. Szczegoélnie zastuguja na podkreslenie niskie wartosci parametru ICs
uzyskane dla niektérych zwigzkéw podczas oznaczania ich aktywnosci przeciwnowotworowe;.

Mimo wymienionych uprzednio uwag, prac¢ mgr Jacka Mularskiego oceniam pozytywnie.
Uzyskat on wiele wartosciowych wynikéw wykazujac si¢ przy tym umiejetnosciami zaréwno jesli
chodzi o warsztat syntetyczny, jak i umiejetnosciag przeprowadzenia oraz interpretacji wynikow
badan biologicznych. Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia wszelkie
warunki ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
i wnoszg o dopuszczenie mgr Jacka Mularskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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