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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ANNY WANDY KRAJCZYK pt.
»Nukleozydy 4,5-dipodstawionego 1,2,3-triazolu i ich pochodne
bicykliczne”

Rozwdj cywilizacji prowadzi do coraz lepszego i wygodniejszego stylu zycia, jest
jednak okupiony zagrozeniami wynikajacymi z oderwania sie od naturalnego
srodowiska, do ktoérego organizm ludzki zostal precyzyjnie dostosowany. Jednym z
takich zagrozen jest wzrastajaca wrazliwo§é¢ na zakazenia drobnoustrojami, wynikajaca
z wydelikacenia naszych organizméw i, z drugiej strony, ,wyhodowania” szczepdéw
odpornych na stosowane leki i antyseptyki. Rosnaca $wiadomoéé tych faktéw powoduje
poszukiwanie §rodkéw walki z drobnoustrojami, ktére dzialaé beda w sposob bardzie]
wyrafinowany i obarczone beds minimalna liczba efektéw ubocznych. Mechanizm ich
dzialania powinien bazowa¢ na znajomos$ci szlakéw metabolicznych, ktére sa
specyficzne dla drobnoustrojéw, a nie wystepuja w organizmie czlowieka. Pozwala to
mie¢ nadzieje, ze zwalczanie bakterii i wiruséw poprzez zaburzanie tych szlakéw
metabolicznych okaze si¢ zabdjcze dla patogena, a nieszkodliwe dla pacjenta. Jednym z
obiecujacych kierunkéow poszukiwan takich specyfikéw jest badanie zwiazkéw
ingerujacych w synteze sideroforéw, zwigzkéw ulatwiajacych przyswajanie zelaza przez
bakterie. Wérdéd potencjalnych kandydatéw na inhibitory enzyméw wigzacych ATP z
pochodna kwasu benzoesowego (polaczenie to jest niezbedne w biosyntezie sideroforéow)
wyrozniaja, sie nukleozydowe pochodne triazolu, zwlaszcza 1,2,3-triazolu.

Synteza oraz badanie tych pochodnych jest tematem recenzowanej pracy
doktorskiej Pani mgr Anny Wandy Krajczyk. Praca powstala w Zespole Chemii
Nukleozydéw Zakladu Chemii Kwaséw Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu w laboratorium kierowanym przez prof. dr hab. Jerzego Boryskiego.
Wspomniany zespdt i jego kierownik maja na koncie liczne osiagniecia z tej dziedziny
chemii, bedace owocem wieloletnich badan. Praca badawcza mgr Krajczyk jest
elementem dobrze rozwinigtego projektu badawczego i wpisuje sie w tematyke zespotu.

Dysertacja przygotowana jest w ogélnie przyjetej formie i jest podzielona na



rozdzialy:

- wprowadzenie i cze$é literaturowa, liczace razem 45 stron,

- cel pracy przedstawiony na 2 stronach oraz

- obszerne omoéwienie badan wlasnych, zajmujace 84 strony. Oméwienie to
posumowane jest we wnioskach koncowych, zawierajacych wypunktowane osiggniete
rezultaty badawcze (nieco ponad 2 strony). Nastepuje dalej

- dokladny opis przeprowadzonych doéwiadczen i syntez zajmujacy 70 stron.
Ostatnia czescig pracy jest spis odno$nikéw literaturowych (134 pozycje). W sklad pracy
wchodzi tez, co naturalne, spis treéci, zwyczajowe podziekowania oraz wykaz
stosowanych skrotow. Zalaczono tez plyte CD z tekstem pracy w wersji elektroniczne;
oraz plikiem zawierajacym prace opublikowana w Antiviral Chemistry &
Chemotherapy, ktérej mgr Krajczyk jest wspélautorem. Nie rozumiem, dlaczego mgr
Krajczyk oprécz opublikowanej pracy nie zamiedcila spisu komunikatéw wygloszonych
na konferencjach. Stanowig one réwniez dorobek, ktérego nie nalezy ukrywaé.

Oceng pracy rozpoczne od czesci literaturowej, ktéra najpierw wprowadza
czytelnika w zlozone zagadnienia mechanizméw aktywnoéci przeciwwirusowej
omoéwione na przykladzie jednego z lekéw nukleozydowych — rybawiryny. Aczkolwiek
wspomniane zagadnienia sa, tylko zasygnalizowane, takie podejécie wydaje sie sluszne,
gdyz tematem pracy nie jest studiowanie tych mechanizméw, a ,saga o rybawirynie”
uéwiadamia jak wielowatkowe i zlozone problemy zwiazane sa z poszukiwaniem
aktywnych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, oraz, ze jedynym pewnym sposobem
ich oceny jest ich otrzymanie na drodze syntezy i poddanie wielokierunkowym
badaniom. Uzasadnia to potrzebe wykonania prac, ktore staly sie tematem dysertacji.
Gléwna czes¢ rozdzialu pierwszego to przedstawienie metod syntezy pochodnych 1,2,3-
triazolu, oraz bardziej doglebne omdéwienie metod uzytych przez kandydatke — reakeji
sprzegania katalizowanego metalami przejéciowymi, reakcji cyklizacji prowadzacych do
ukladéw bicyklicznych oraz tworzenia pochodnych salicylo-AMP.

Uwazam, ze cze$¢ literaturowa jest napisana jasno, z wlasciwym wywazeniem
proporcji miedzy szczegdlowoscia opisu, a zakresem omodwionych zagadnien. Dobrze
wprowadza w zagadnienia dotyczace badan przeprowadzonych w ramach dysertacji.

Cel pracy, przedstawiony jako nastepny rozdzial, logicznie wynika z poruszonych w
czedci literaturowej opisow syntez i zasygnalizowanych nierozwiazanych pytan i
probleméw badawczych. Skladajg sie na niego nastepujace zagadnienia

- synteza halogenopochodnych 4-podstawionego rybonukleozydu 1,2,3-triazolu

- reakcje sprzegania tych halogenopochodnych z arylowymi alkinami (réwniez
otrzymywanymi przez kandydatke)

- reakcje cyklizacji prowadzace do pochodnych 8-aza-3-deazaadenozyny i inozyny

- wykorzystanie otrzymanych pochodnych nukleozydowych do syntezy analogdéw
salicylo-AMP

- badania spektrofotometryczne otrzymanych zwiazkow (szczegdlnie badania
fluorescencji)

- okreslanie aktywnosci biologicznej potaczen otrzymanych w trakcie syntez



Autorka systematycznie relacjonuje przebieg syntez, wyjasnia jak starala sie
modyfikowaé i optymalizowac¢ procedury, by osiggnaé zadowalajace rezultaty. W
ogromnej wiekszosci przypadkoéw cel syntetyczny zostal osiagniety. Bywalo, ze
zadowalajaca wydajnosé reakcji pojawiala sig, jako efekt kilkukrotnych préb i
modyfikacji sposobu prowadzenia syntezy. Dotyczy to zwlaszcza badania reakeji
alkinylowania prowadzacej do przylaczenia do pierscienia triazolu atoméw koniecznych
do budowy drugiego pierscienia sze$cioczlonowego. Alkinylowanie to dokonywane bylo
metods, Sonogashiry przy katalizie kompleksami palladu. Jak slusznie zauwaza
autorka, nie istnieje w zasadzie jedna typowa procedura Sonogashiry, a jedynie ogélny
schemat syntezy, za$§ poszczegdlne zmienne ukladu reakcyjnego nalezy za kazdym
razem dopasowywac¢ do konkretnych substratéw. Mgr Krajezyk przeprowadzila 12
roznych wersji tej reakcji na ukladzie modelowym, w ktérym substratami byly:
nukleozyd 4-cyjano-5-jodo-1,2,3-triazolu i fenyloacetylen. Nie byly to badania
bezzasadne, gdyz w pozornie niewiele sie rézniacych warunkach wydajnoéé reakcji
oscylowala od 18 do 75%. Wybodr optymalnej metody nie oznaczal jeszcze rozwigzania
problemu, gdyz wydajnoéci nadal byly zmienne i zalezaly od natury kolejnych
substratow alkinowych. Te szczegélowe 1 zréznicowane préby pozwolily na
sformulowanie pewnych uogoélnien (zebranych na stronie 79 pracy i zapewne shusznych
w tej ograniczonej grupie reagentéw), ktére byly przydatne przy wyborze warunkéw
dalszych syntez. Doprowadzily one do uzyskania (z wydajno$ciami dobrymi lub
zadowalajacymi, a w jednym przypadku - podstawnik 4-NO; — z wydajnoécia
dostateczng) siedmiu nowych 5-arylowych pochodnych nukleozydu 1,2,3-triazolu.

Pochodne te postuzyly jako substraty kolejnej reakeji — cyklizacji do ukladu 8-aza-
3-deazapuryny, a wiec docelowych pochodnych imitujacych adenozyne oraz inozyne.
Ten etap syntez przebiegal ze znacznie lepszymi wydajnoéciami (czasem praktycznie
ilosciowymi). Czynnikiem nukleofilowym i zarazem zasadowym w tych cyklizacjach
byla czasteczka amoniaku. W przypadku pochodnej alkinylofenylowej reakcje
przeprowadzono tez z uzyciem cyklopropyloaminy w miejsce amoniaku. Ogélnie rzecz
biorac reakcja przebiegla podobnie, z tym, ze wydzielono znaczne iloéci produktu
addycji aminy, ktéry jest postulowanym produktem poérednim cyklizacji wedlug
jednego z proponowanych mechanizméw. Ten wynik zasluguje moim zdaniem na
glebsze zbadania i dokladniejsze studia mechanistyczne (co nie bylo gléwnym celem
prowadzonych prac).

Uzyskane pochodne sulfamoilowano na grupie 5OH, wykorzystujac typowa metode
syntezy, a pochodne sulfamoilowe sprzegano z kwasem salicylowym z wykorzystaniem
metody Alricha (czynnikiem kondensujacym byt karbonylodiimidazol). Doprowadzito to
do uzyskania docelowych polaczen, potencjalnych inhibitoréw enzyméw grupy AAAE.
We wspolpracy ze specjalistycznym laboratorium okreslono ich aktywnoéé, stwierdzajac
niewielka aktywnosc¢ jednego ze zwiazkéw wobec wiruséw FLUAV, FLUBV, RSV oraz
PIV-3.

Uzyskane koncowe produkty mgr Anna Krajezyk scharakteryzowala
spektrofotometrycznie, mierzac ich widma w zakresie UV oraz okreélajac parametry




fluorescencyjne. Znajomoéé tych wladciwoéci moze sie okaza¢ istotna podczas
wykonywania dalszych badan biochemicznych. Wykazane zostaly dosé¢ silne wladciwosci
fluorescencyjne otrzymanych ukladéw bicyklicznych w roztworach metanolowych i
jednoczesnie stwierdzono silne tlumienie fluorescencji w ukladach wodnych.

W podsumowaniu wynikéw Autorka jasno i precyzyjnie wymienia osiagniete
rezultaty, odnosi si¢ do niepowodzen i stusznie podkresla potencjalne duze znaczenie
poczynionych ustalen badawczych.

CzeéC eksperymentalna jest bardzo szczegdlowa, eksperymenty sa skrupulatnie
opisane w sposob, ktéry moim zdaniem zapewnia, ze wyniki dadza, sie powtorzyé przez
kazdego sprawnego chemika-organika.

Praca napisana jest w sposéb jasny, klarownym jezykiem i mimo szczegolowoscei
nie nuzy przy czytaniu. Korekta jest bardzo staranna, udalo mi si¢ dostrzec zaledwie
cztery ,literowki” w calym tekscie, co jest wynikiem doskonalym. Niestety dotyczy to
tylko tekstu, duzo czeSciej bledy zdarzajg sie w ilustracjach, co jest o tyle istotne, ze
blad w diuzszym zdaniu jest latwy do rozpoznania i najczedciej nie zmienia sensu,
natomiast w opisie schematu, a zwlaszcza we wzorze chemicznym brak jednej litery
czasem wiele znaczy (np. na rysunku 386 brak litery C zmienia aceton w eter
dimetylowy).

Oznaczenia struktur otrzymywanych zwiazkéw sa najczesciej oparte na analizie
widm magnetycznego rezonansu jader wodoru i izotopu 13C. Nie budza one moich
watpliwoéci, jednak np. pojawienie sie grupy cyjanowej mozna byloby poprzeé takze
widmem IR. Brakowalo mi pelniejszego opisu widm NOESY produktu 83, a najchetniej
zobaczylbym je na ilustracji. Szkoda, ze nie pokuszono si¢ 0 oznaczenie metodg
rentgenowska struktur niektérych zwiazkéw dobrze krystalizujacych. Byloby to
zwlaszcza ciekawe w przypadku produktu addycji cyklopropyloaminy, gdzie analiza
NMR nie byta w stanie rozstrzygnaé izomerii E, Z. Co prawda zwiazek ten nie jest
krystaliczny, ale jako amina powinien latwo daé sie przeprowadzié w krystaliczng sél.
Podsuwam ten pomysl, jako ewentualnoéé dalszych badan.

Nie wiem tez, dlaczego Autorka uwaza, ze nie mozna prowadzié reakcji w cieklym
amoniaku w reaktorze stalowym, ktérym dysponowala. Zreszta roztwér amoniaku w
DME, nasycany w temperaturze ponizej -33°C, jest w istocie mieszaning cieklego
amoniaku i DME, wiec po prawdzie ,niechcacy”’ reakcje w cieklym amoniaku
prowadzono.

Powyzsze pytania i watpliwo$ci wynikaja z koniecznoéci krytycznej oceny, do jakiej
zobowiazany jest recenzent. Ich ranga jest niepomiernie mniejsza od wysokie] oceny
merytorycznej przedstawionych badan, stanowiacych przyklad pokaznej porcji bardzo
solidnej i wnikliwej pracy laboratoryjnej, przeprowadzonej z duzym kunsztem,
znajomoscia metodyki oraz wedlug dobrze przemy$lanego i konsekwentnie
realizowanego planu. Zastosowany warsztat badawczy i sposéb przedstawienia
wynikow dowodzi duzej bieglodci dodwiadczalnej i znajomosci nowoczesnej chemii
organicznej. Postawiony na poczatku cel pracy byl jasno sformulowany, dobrze
uzasadniony, posiada duza, wage naukows i wiele elementéw nowoéci. Cel ten zostal




osiggniety.

Uznaje, ze recenzowana praca w zupelnoéci spetnia Wymagania stawiane pracom
doktorskim w Ustawie ,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku z pézniejszymi zmianamj i z calym
przekonaniem wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu o dopuszczenie mgr Anny Wandy Krajezyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Poznan, 28 sierpnia 2015

Prof. UAM dr hab. Jan Milecki




