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Recenzja pracy doktorskiej ,,Aktywnos¢ biologiczna produktéow uzyskanych w
reakcji N>-podstawionych amidrazonéw z bezwodnikami cyklicznymi oraz ich
wybranych kompleksow z miedzig (ll)” mgr Renaty Paprockiej wykonanej w
Zaktadzie Chemii Organicznej Collegium Medicum im. L. Rydygiera w
Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem

profesor dr hab. n. farm. Bozeny Modzelewskiej-Banachiewicz

Praca doktorska przedstawiona do recenzji jest opracowana w sposob
klasyczny. Zawiera: wykaz skrotow, wprowadzenie, cel pracy, opis badan wtasnych,
cze$¢ doswiadczalng, opis wykonanych badan fizykochemicznych i biologicznych
oraz wnioski. Wszystkie wyzej wspomniane rozdziaty sformutowane sa prawidtowo,
jedynie w rozdziale ,Cel pracy” Autorka po fadnym przedstawieniu celéw bez
potrzeby opisuje, co zrealizowata i jak to wykonata.

We wprowadzeniu autorka wyczerpujgco charakteryzuje amidrazony, ich
zastosowanie do syntez oraz jako ligandy do otrzymywania komplekséw z metalami.
Przedstawia znane =z pisémiennictwa aktywne substancje zawierajgce uktad
amidrazonu i triazolu. Opisujac syntezy Doktorantka cytuje zrédtowe prace badawcze
(44 cytowania), natomiast przy opisie aktywnosci biologicznej substancji czesto
ogranicza sie do cytowania wytacznie encyklopedycznie zebranego spisu substancji
(The Merck Index). Przedstawiony przeglad pismiennictwa uzasadnia podjecie przez
Autorke poszukiwania aktywnych biologicznie produktéow reakcji amidrazonow.

Cel badawczy obejmowat trzy zasadnicze etapy:
1l Zbadanie przebiegu reakcji N3-podstawionych amidrazonéw z bezwodnikiem
itakonowym w warunkach umozliwiajacych synteze produktéw o budowie liniowe;

oraz ustalenie warunkdéw cyklizacji wyzej wspomnianych zwigzkéw.



2 Wybor amidrazonu do syntezy ligandow w reakcjach bezwodnikami

cyklicznymi, otrzymanie ligandow i przeprowadzenie ich w kompleksy miedzi(ll);

3 Okreslenie aktywnosci biologicznej uzyskanych zwigzkow.

Autorka bardzo dobrze zrealizowata zatozone cele pracy. Ustalita przebieg
reakcji N*-podstawionych amidrazonéw z bezwodnikiem itakowym w $rodowisku
eterowym. W zaleznoéci od rodzaju uzytej pochodnej kwasu otrzymano zwiazki o
budowie liniowej 9-14 (pochodne kwasu 2-metylideno-4-oksobutanowego) oraz
cykliczne 15-16 (zawierajgce4 uktad 1,2 4-triazolu). Doktorantka zbadata przebieg
reakcji cyklizacji zwigzkéw liniowych 9-14 w zaleznosci od $srodowiska. Ogrzewanie
zwigzkow 9-14 w temperaturze wrzenia wody doprowadzito do powstania
pochodnych kwasu 2-(1,2,4-triazol-3-ylo)metylprop-2-enowego 17-22. W przypadku
zwigzku 17 zmiana warunkéw cyklizacji ze $rodowiska wodnego na alkaliczne
zdecydowanie poprawito wydajno$¢ reakcji. Zasadowe $rodowisko reakcji wptyneto
na zmiane produktéw cyklizacji 10-11 — otrzymano pochodne kwasu (E)-3-(1,2,4-
triazol-3-ylo)metylprop-2-enowego (23-24) ,ktére sg izomerami pochodnych 18-19.
Autorka na podstawie piSmiennictwa zaproponowata mechanizm przeksztatcenia
zwigzku 11 w 24.

Drugim etapem syntetycznej czesci pracy byt wybér ligandéw i otrzymanie
komplekséw z jonami miedzi.

Doktorantka na podstawie wiasnych doswiadczen i danych zebranych =z
pi$miennictwa wybrata zwiazki z podstawnikami 2-pirydylowymi. Otrzymata ligandy w
reakcji amidrazonu z bezwodnikami: itakowym, cis-1,2,3,6-tetraftalowym, ftalowym
cis-cykloheksano-1,2-dikarboksylowym, bursztynowym oraz pirydyno-2,3-
dikarboksylowym.

Do reakcji kompleksowania zastosowata ligandy 10, 25-30 oraz octan miedzi (Il) lub
chlorek miedzi (II).

Reasumujac, Doktorantka uzyskata w swojej pracy tacznie 28 pochodnych stosujac
jako substraty wyjsciowe osiem N3-podstawionych amidrazonow.

Struktury otrzymanych zwiazkéw 9-30 potwierdzono metodami spektralnymi 'H NMR,
IR oraz dla dla 11 pochodnych analiza rentgenowska. Dla pochodnych 1,2,4-triazolu
15-24 wykonano analize °C NMR oraz MS. Strukture komplekséw miedzi (Il)

potwierdzono na podstawie widm IR oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej



monokrysztatéw. Na postawie otrzymanych wynikow ustalono, ze na strukture
otrzymanego kompleksu wptywa rodzaj uzytej soli miedzi (I1).

Waznym elementem warunkujacym aktywnos¢ biologiczng jest lipofilowosé.
Doktorantka samodzielnie wyznaczata chromatograficzne parametry liopfilowosci
stosujgc technike TLC.

Wstepng ocene witasciwosci biologicznych otrzymanych zwigzkéw oznaczono w
oparciu o zgodno$¢ z regutg Lipinskiego oraz wartosci powierzchni polarnej
czgsteczki (TPSA). Wszystkie nowe zwigzki précz komplekséw miedzi (Il) spetniaty
reguly Lipinskiego. Natomiast kompleksy posiadaty zbyt duza powierzchnie polarng
czgsteczki. Na podstawie wspomnianych badan oraz stabej rozpuszczalnosci w
DMSO zwigzek 31 zostat wykluczony z dalszych badan.

Potencjalng aktywno$¢ biologiczng symulowano za pomoca programu PASS
Online. Doktorantka wykazata metodg obliczeniowa, ze otrzymane zwigzki 9-30
moga posiadac aktywnosé przeciwwirusowa, wptywac stymulujgco na funkcje nerek i
proces erytropoezy. Zadna z wyliczonych mozliwych aktywnoséci nie zostata
sprawdzona, co podwaza sens wykonanych badan.

Dla otrzymanych zwiazkéw przeprowadzono badania aktywnosci biologicznej:

- dla wszystkich, wyfaczajac nierozpuszczalny w DMSO kompleks, oznaczono
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng (wobec szczepéw Gram-dodatnich i Gram-ujemnych),

- dla zwigzkow 9-24 oraz 26-30 oznaczono toksycznos¢, aktywnosé
antyproliferacyjng oraz wptyw na stezenie cytokin in vitro,

- dla zwigzkéw 10, 25-30 i komplekséw 32-36 oznaczono aktywno$¢ cytotoksyczng
wobec wybranych linii komoérek nowotworowych,

- dla zwiazku 21 oznaczono wptyw na centralny uktad nerwowy myszy.

Otrzymane pochodne charakteryzowaty sie umiarkowang aktywnos$cia wobec
szczepow bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych. MIC (minimalne stezenia
hamujace) dla najaktywniejszych pochodnych wynosity 50 ug/ml, co jest wartoscia
wielokrotnie wyzszg od substancji referencyjnej — tetracykliny. Dla zwigzkéw zbadano
jedynie minimalne stezenie hamujgce (MIC), nie oznaczono minimalnego stezenia
béjczego (MBC), wiec Doktorantka nie jest w stanie stwierdzi¢ czy zwigzki posiadajg
dziatanie bakteriostatyczne czy tez bakteriobdjcze. Zamiast pojecia aktywnosé
bakteriostatyczna, powinna stosowac aktywnos¢ przeciwbakteryjna.

Badane zwigzki w stezeniach do 50 pg/ml byly nietoksyczne wobec ludzkich

jednojadrzastych komarek krwi (PBMC). Bardzo silne, poréwnywalne do ibuprofenu
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zahamowanie syntezy TNF-a rzedu 98% zaobserwowano dla trzech pochodnych
triazolu w stezeniach 10 ug/ml. Pochodna triazolu z podstawnikami fenylowym i 4-
nirtofenylowym hamowata synteze IL-6 (35%).

Pochodne triazolu charakteryzowaty sie silng aktywnoscia przeciwzapalna, istotne
bytoby aby Doktorantka pogtebita takie badania w dalszej swojej pracy naukowej,
poniewaz ten kierunek badan jest najbardziej obiecujacy.

Dla wybranych pochodnych oznaczono aktywno$é cytotoksyczng wobec linii
komorek nowotworowych. Ciekawg aktywnoscig charakteryzujg sie jeden z
kompleksow. W stezeniu 10 pg/ml wykazywat istotng aktywno$é wobec komérek
raka okreznicy CX-1 oraz raka naskorka-A-431. Jest piedziesieciokrotnie mniej
toksyczny od cisplatyny.

Na podstawie wysokiego parametru lipofilowasci wybrano jeden zwigzek aby zbadaé¢
wplyw na osrodkowy uktad nerwowy myszy. Zwigzek charakteryzowat sie niska
toksycznoscia, co istotne nie byt neurotoksyczny. Wykazywat staby wptyw depresyjny
i przeciwdrgawkowy oraz wydtuzat czas snu tiopentalowego.

Podsumowujgc, chciatabym wskazac zalety pracy:

1. Whnikliwa analiza pi$miennictwa dotyczacego amidrazonéw, umozliwiajaca
Doktorantce sformutowanie celu badan wtasnych.

2. Otrzymanie pochodnych liniowych, cyklicznych oraz kompleksow z N°-
podstawionych amidrazonéw.

3. Przeprowadzenie optymalizacji warunkéw metod otrzymywania, w celu
podniesienia wydajnosci.

4. Potwierdzenie struktury otrzymanych pochodnych metodami spektralnymi,
szczegdlnie istotne dla pochodnych tworzacych izomery Z/E oraz zwiazkow
kompleksowych, poniewaz powstawaty trzy rodzaje produktow.

5. Wykonanie badan strukturalnych dla 11 sposrod otrzymanych zwiazkow.
Rentgenowska analiza strukturalna pozwolita przeprowadzi¢ analize
stereochemii otrzymanych czasteczek oraz niekowalecyjnych oddziatywan
wewnatrzczgsteczkowych.

6. Badanie lipofilowosci dla otrzymanych zwigzkéw oraz symulacja biologicznej
aktywnosci.

7. Poprzez badanie aktywnosci potwierdzenie celowosci otrzymywania

pochodnych amidrazonéw.



8. Opublikowanie czesci badan w czasopismach naukowych o tgcznym
wspotczynniku oddziatywania Impact Factor 8,35.

Wady pracy:

1. Nieliczne btedy jezykowe i niekonsekwencje w nazewnictwie zwigzkow.

2. Brak czytelnego uzasadnienia rodzaju przeprowadzonych badan
biologicznych, co nie zawsze zwigzane byto symulowana aktywnoscia.
Wydaje réwniez sie celowe przeprowadzenie w dalszej pracy badan, ktore
zostaty za pomocg obliczeniowych metod, wskazane jako potencjalnie
mozliwe dla otrzymanych pochodnych (np. badania na aktywno$¢ przeciw
wirusowa).

3. Brak zatgczonych prac naukowych, jako suplement rozprawy doktorskiej, w
ktorych zostat opublikowany materiat bedacy czescig pracy doktorskiej.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera elementy nowosci

naukowej i wnosi wktad do wiedzy na temat syntezy i aktywnosci biologicznej

pochodnych otrzymanych z N*-podstawionych amidrazonéw. Ma uktad logiczny i

konsekwentny. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia przeprowadzenia

zaprojektowanych syntez, analizy otrzymanych wynikéw oraz formutowania
wnioskow.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska odpowiada wymaganiom

stawianym pracom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu

Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy

‘Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Renaty

Paprockiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie jej tytutu

doktora nauk farmaceutycznych.
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