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Terapia choréb nowotworowych, pomimo wprowadzania na rynek nowych
lekow, weigz pozostaje jednym z najwigkszych wyzwan wspolczesnej medycyny.
Szczegblnym zagrozeniem sa nowotwory zlosliwe, ktoére cechuja si¢ niskim
zréznicowaniem  komorek, szybkim wzrostem oraz tendencja do
rozprzestrzeniania si¢ tj. tworzenia przerzutow. Sg one drugg przyczyng zgonow
w Polsce, powodujac $mier¢ okoto 100 000 os6b rocznie. Wedlug danych "’ Fizykochen
epidemiologicznych co roku odnotowuje si¢ okoto 150 000 nowych zachorowan,
a prognozy wskazuja, ze liczba ta znaczaco wzro$nie. Skomplikowana patogeneza
choréb nowotworowych czesto wigze si¢ z brakiem skutecznosci w leczeniu.
Odpowiedzig na ten problem jest m.in. wprowadzenie do lecznictwa ligandow
wielocelowych. W ostatnich latach powszechnie uznaje sig, ze réwnolegla
modulacja wielu celéw biologicznych moze by¢ korzystna w leczeniu choréb
o zlozonej etiologii. Projektowanie ligandow wielocelowych jest czgsto trudnym
zadaniem dla chemikéw leku, poniewaz wiagze si¢ z koniecznoscig
odpowiedniego zrownowazenia powinowactwa do 2 lub wigcej celow
przy jednoczesnym uzyskaniu wiasciwosci fizykochemicznych
i farmakokinetycznych, ktére umozliwig podanie leku odpowiednig drogg oraz
zapewnig wlasciwa dystrybucje w organizmie. Recenzowana praca wpisuje si¢
w strategi¢ poszukiwania zwigzkéw wielofunkcyjnych i stanowi odpowiedz na
wyzwania wspoéliczesnej chemii lekow. Autor rozpoczat poszukiwanie nowych
inhibitoréw kinaz tyrozynowych, a jego zmagania z tym tematem zostaly
przedstawione na 113 stronach rozprawy doktorskiej. Praca ta ma nietypowa
konstrukcje. Rozpoczyna si¢ od przedstawienia celu, nastgpnie doktorant
przedstawia zagadnienia, zwigzane z racjonalnym projektowaniem lek6w oraz
kinazami jako istotnymi elementami szlakéw sygnalowych, ktére stanowig wstep
do badan wilasnych i czgsci eksperymentalnej. Ciekawym elementem jest
omoéwienie dalszych planéw badawczych, ktore sugeruje, iz oceniana praca jest
czgicig obszernego projektu badawczego. Calos¢ zamyka spis literatury,

obejmujacy az 231 pozycji gtéwnie z lat 2000 —2019.



Celem pracy byla synteza nowych pochodnych styrylochinazoliny jako inhibitoréw kinaz
tyrozynowych o szerokim profilu aktywnosci. Pan mgr inz. Mularski zaprojektowal 3 grupy zwiazkow,
w ktérych fragment chinazoliny polaczono poprzez tgcznik winylowy z dodatkowym ukladem
aromatycznym. Pierwsza seria obejmowata pochodne chinazolonu i stanowila zwigzki macierzyste dla
zwiazkéw drugiej 1 trzeciej serii tj. pochodnych 4-aminochinazoliny i pochodnych
4-sulfanylochinazoliny. W dalszych cze$ciach pracy dowiadujemy sig¢ réwniez o istnieniu dodatkowe;
serii zwigzkow — estrow arylosulfonowych, ktére stanowity ogniwo posrednie w $ciezce syntezy. Dla
zwiazkéw z trzech pierwszych serii oraz przedstawicieli czwartej grupy zaplanowano badania
aktywnoséci wzgledem wybranych kinaz tyrozynowych, dzigki wspolpracy z Instytutem Fizyki
Uniwersytetu Slaskiego. Wybér styrylochinazoliny jako odpowiedniego rdzenia do syntezy zwiazkéw
biologicznie aktywnych nie byt przypadkowy. Wynikal on z wczesniejszych badan prowadzonych
w Zakladzie Chemii Organicznej oraz doglebnej analizy literatury. W zespole badawczym, do ktérego
nalezy autor rozprawy, otrzymano wiele pochodnych 2-(E)-styrylochinazolonu, ktére wykazaly
wlasciwosci antyproliferacyjne na wybranych liniach komérkowych. Z kolei szczegélowy przeglad
literatury dostarczyl pomystow na dalsza funkcjonalizacje podstawowego szkieletu. Przyktadowo,
reaktywator bialka p53 o symbolu CP-31398 oraz inhibitor kinazy Src oznaczony jako AP24283
przyczynily sie do zaprojektowania 4-aminopochodnych, a aksytynib (zarejestrowany inhibitor kinazy
tyrozynowej receptora czynnika wzrostu $rodblonka naczyfn) byt podstawg do otrzymania

4-sulfanylochinazolin.

Doktorant w ramach prowadzonych badan zaplanowat wieloetapowa S$ciezke syntezy
zaprojektowanych zwigzkéw. Wychodzac z kwasu 2-aminobenzoesowego lub jego chloropochodnej
otrzymal dwa wazne potprodukty tj. 2-metylo-4(3H)-chinazolon oraz 7-chloro-2-metylo-4(3H)-
chinazolon, ktére postuzyly w reakcji kondensacji z odpowiednimi aldehydami aromatycznymi do
syntezy 2-(E)-styrylochinazolonow 1-17 i 19-21. Autor optymalizujac warunki kondensacji stwierdzit,
ze najlepiej przebiega ona w bezwodnym kwasie octowym lub z udzialem promieniowania
mikrofalowego. Do grupy pochodnych 2-(E)-styrylochinazolonu zostat zaliczony takze zwigzek 18,
ktory wlasciwie jest produktem funkcjonalizacji z udzialem chlorku arylosulfonowego, przy czym
reakcja przebiegla z bardziej reaktywna grupa fenolowa w pozycji 4 podstawnika styrylowego, a nie
wpozycji 4 ukladu chinazolonu. Dalszy etap syntezy obejmowal przeksztalcenie
2-(E)-styrylochinazolonéw w estry kwasow arylosulfonowych 1a-10a, ktére nastgpnie poddano reakcji
z aminami oraz tiolami, aby uzyskaé¢ zwiazki finalne z drugiej (1b-16b) i trzeciej grupy (lc-14c).
Wiekszo$¢ uzyskanych zwigzkéw zostata scharakteryzowana za pomocg widm 'H-NMR, BC-NMR
oraz widm masowych. Dla zwigzkéw 2a i Sc¢ nie podano zadnej charakterystyki, natomiast dla
niektérych pochodnych nie wykonano analiz *C-NMR (np. 17, 19, 20, 6a, 1c, 4¢, 8c) lub MS (np. 18,
19, 20, 1a, 3a, 6a-10a). W przypadku zwigzkéw 13b-16b oraz 1c-14¢ nie podano wydajnosci reakc;ji.



Podsumowujgc etap syntezy, nalezy podkresli¢ duzg ilo$¢ otrzymanych przez doktoranta zwigzkow.
Lacznie bylo to 61 pochodnych chinazoliny, w tym 21 chinazolonéw, 10 estréw arylosulfonowych, 16

pochodnych 4-aminochinazoliny i 14 pochodnych 4-sulfanylochinazoliny.

Dzieki podjetej wspolpracy mozliwe bylo oznaczenie aktywnosci in vitro dla 56 substancji.
W badaniach biologicznych jako cele molekularne doktorant wybrat grupe 8 kinaz tyrozynowych. Byty
to kolejno: kinaza ABL1, BRK, BTK, CSK, Fyn A, Lck, Lyn B i Src. W pierwszym etapie wykonano
screening, aby wyznaczy¢ procentowe zahamowanie aktywnosci poszczeg6lnych enzymow przy stalym
stezeniu badanych zwigzkow, jednak warto$¢ tego stgzenia nie zostata podana w pracy. Na podstawie
wartosci procentéw hamowania kinaz autor podzielit otrzymane przez siebie zwiazki na trzy grupy:
1) zwigzki nieaktywne lub wykazujace bardzo niska aktywnos¢ np. §;
2) zwiazki hamujace w 40-60% maksymalnie dwie kinazy np. 1;
3) zwigzki hamujace wickszg ilo$¢ kinaz, przy czym aktywnos$¢ przynajmniej wzgledem jednej z nich
przekracza 60% np. 6.
Dla wybranych zwiazkéw (4, 6b, 9b, 10b) zostaly wyznaczone wartosci ICso, ktére poréwnano
z wartoscig dla dasatynibu — inhibitora kinaz o szerokim spektrum dzialania. Pan mgr inz. Mularski
omawiajac wyniki analizy zaleznodci struktura — aktywno$¢, wykorzystal rezultaty wykonanych przez
siebie badan modelowania czasteczkowego. Z calej puli zwigzkéw wyréznit dwa: 6b i 1c, ktore
charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscia wzgledem wielu kinaz. Byly to odpowiednio: pochodna
2-styrylo-4-aminochinazoliny z podstawnikiem metoksylowym w pozycji orto fragmentu styrylowego
i uktadem benzodioksolu przy ugrupowaniu aminowym oraz jej analog z atomem siarki zamiast grupy
aminowej i podstawnikiem o-chlorofenylowym zamiast benzodioksolu. Zostaly przedstawione tryby
wigzania tych zwigzkéw z kinazg ABLI1. Z kolei wplyw atomu chloru w ukladzie chinazoliny na
aktywnos$¢ wzgledem ABL1, Src, Fyn i Lck doktorant przedstawil na rysunku, wskazujac, iz za rdznice
w sile hamowania poszczego6lnych kinaz odpowiada ulozenie inhibitora w miejscu wigzania oraz

oddziatywania tworzone przez atom chlorowca.

W kolejnym etapie przeprowadzono badania zwigzkéw na wybranych liniach komoérkowych.
Siedem linii stanowity komérki nowotworéw m.in. komoérki ludzkiej biataczki szpikowej K562, a jedna
linia byta linig prawidtowych fibroblastow skory. Efekt antyproliferacyjny wyrazano w postaci wartosci
ICso, wyznaczonej w tescie MTS. Sposrod przebadanych zwiazkow najsilniejsze dziatanie wykazal
zwiazek 16 (z serii chinazolonéw), zwiazek 2a (z grupy estrow arylosulfonowych) i zwigzek 16b (z serii
4-aminochinazolin). Pochodne 4-sulfanylochinazoliny cechowaty si¢ niska aktywnos$cig. Poréwnujac
aktywno$¢ zwigzkéw wzgledem przebadanych kinaz oraz dzialanie antyproliferacyjne, doktorant
stwierdzil, iz substancje dzialajace silnie na liniach komoérkowych cechowaly si¢ stabszym
hamowaniem wybranych kinaz, za$ silniejsze inhibitory enzymatyczne wykazaly mniejsza aktywnosé

na liniach komoérkowych.



We wnioskach autor podkresla koniecznos$¢ dalszego prowadzenia badan, obejmujacych

syntezg nowych pochodnych oraz poszerzenie panelu testow biologicznych.

Funkcja recenzenta zobowigzuje mnie do wskazania pewnych usterek w pracy. Sg to gléwnie

uwagi natury edycyjnej i nie zmniejszaja one wartosci merytorycznej pracy:

autor nie zachowuje konsekwencji w spolszczaniu angielskich nazw np. wymiennie uzywa nazw
saracatynib i saracatinib, chociaz poprawna forma jest sarakatynib,

w kilku miejscach stosuje kropki zamiast przecinkéw w utamkach dziesietnych (np. tabela 6,
tabela 11),

na str. 69 wzor imatynibu nie miesci si¢ w komorce tabeli,

pojawiajg si¢ drobne usterki w stowach i zdaniach (literéwki, powtorzenia, brak orzeczenia) np.
na str.7 ,,Zwigzek z podstawnikiem -SCH; to inhibitor kinazy p38, ktory tworzy w stanie
zwiazanym tworzy uklad dwuptaszczyznowy”,

w tekscie pojawiaja si¢ fragmenty w jezyku angielskim, ktére powinny byé przettumaczone np.
»structure” w tabeli 12; w przepisach dotyczacych syntezy ,,Zwiazek 1 otrzymano w postaci

bialego proszku z wydajnoscig 43 % (651 mg), ttop 235 — 243 °C, using 610 mg of 2-

hydroxybenzaldehyde.” lub ,,Zwigzek 11b otrzymano w postaci_a light - green solid in 67%

yield”,

na str.4. zamiast okreslenia ,,przestrzefi nadblonowa” lepiej uzy¢ terminu ,,zewnatrzkomérkowa”,
na str.6 — lepiej uzywac okreslenia ,struktura krystaliczna” zamiast ,,struktura krystalograficzna”,
na str. 13 — autor napisat ,,Linig falowang zaznaczono wigzanie wzgledem kt6rego okreslana jest
chiralnos$¢”, podczas gdy na rysunku nie znajduje sie linia falowana,

na str. 15 — zamiast O,” powinno by¢ O%,

na str. 21 — EGFR to receptor naskérkowego czynnika wzrostu, a nie ,naskérkowy receptor
czynnika wzrostu”,

nagiéwek rysunku 13 ,Poréwnanie wiasciwosci biologicznych acetali o réznym rozmiarze
pierscienia” — acetalem jest tylko zwigzek z pierscieniem piecioczionowym,

rysunek 14 jest przed rysunkiem 13; w numeracji rysunkéw zostaly pominiete numery 15,17, 27
i 28, w numeracji tabel zostat pominiety numer 3,

tabela 4 zgodnie z nagléwkiem powinna zawiera¢ inhibitory kinaz tyrozynowych, natomiast
znalazt si¢ tam np. abemacyklib i ewerolimus, ktoérych celami sg kinazy serynowo-treoninowe,
odpowiednio CDK4/CDK6 i mTOR,

na str. 35 w zdaniu ,Pierwsza wydzielong i szczegélowo scharakteryzowang kinaza byla
fosforylaza (phosphorylase kinase — PhK)...” zamiast fosforylaza powinno byé kinaza

fosforylazy,



— na str. 63 w rownaniu 2 - K, (stala Michaelisa) jest to stezenie substratu, a nie inhibitora, przy
ktorym szybko$é reakeji enzymatycznej osiaga potowe wartosci szybkosci maksymalne;j,
— dodatkowg korzyscia bytoby wiaczenie do pracy jej streszczenia oraz krotkiego opisu metod in

silico i in vitro, stosowanych w badaniach.

Podsumowujac, praca doktorska mgra inz. Jacka Mularskiego podejmuje wazne zagadnienia z
punktu widzenia terapii choréb nowotworowych. Autor zrealizowal postawiony cel pracy, otrzymujac
szereg oryginalnych pochodnych 2-(E)-styrylochinazoliny o potwierdzonej aktywnosci hamujacej
wzgledem kinaz tyrozynowych, takich jak ABL1 czy kinazy z rodziny Src. W mojej ocenie wyniki
uzyskane przez doktoranta maja bardzo duza warto$¢ naukows, zarébwno w aspekcie poznawczym, jak
i aplikacyjnym. Potwierdzeniem tej wartosci jest publikacja, na temat czgéci otrzymanych zwigzkow, w
czasopis$mie European Journal of Medicinal Chemistry o wysokim wspolczynniku oddzialywania IF =
4,816, w ktorej Pan mgr inz. Mularski jest pierwszym autorem. Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska spetnia wymagania ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki) i wnosze o dopuszczenie

mgra inz. Jacka Mularskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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