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antybiotykow makrolidowych zawierajacych przebudowane ramiona sacharydowe” wykonanej w Zaktadzie
Chemii Produktéw Naturalnych
na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

(promotor: prof. dr hab. Piotr Przybylski, promotor pomocniczy: dr Krystian Pyta)

Obecnie, wszyscy jestesmy swiadkami wielkiego i przyspieszonego eksperymentu, podczas ktérego wirus SARS-CoV-
2 mutuje po to aby lepiej dostosowac sie do otoczenia i zwiekszy¢ swoje szanse na przetrwanie. Po niespetna roku
od wybuchu epidemii w 2019 roku w miescie Wuhan na $wiecie pojawito sie kilkanascie réznych odmian
genetycznych tego wirusa. Umozliwiajg mu one przetrwanie i by¢é moze spowodujg, ze bedzie istniata potrzeba
opracowania nowych szczepionek i nowych testéw diagnostycznych. Widzimy réwniez, ze pomimo zaangazowania
wielu $rodkéw i licznych naukowcdw nie udato sie znalez¢ skutecznego, taniego i niskotoksycznego leku hamujgcego
namnazanie sie wirusa SARS-CoV-2. Pojawianie sie coraz to nowych jego odmian jest grozne dla zdrowia ludzi i dla
systemu opieki zdrowotnej. Podobny eksperyment, ale nieco bardziej rozciggniety w czasie i ktérego bohaterami sg
bakterie a nie wirusy ma réwniez dzisiaj miejsce. Jest to eksperyment w ktérym to bakterie a nie wirusy zmieniaja sie
(mutujg) po to aby wymknac sie spod dziatania antybiotykéw i przetrwac. Bakterie potrzebujg nieco wiecej czasu na
dokonanie zmian w swoim materiale genetycznym niz wirus SARS-CoV-2, co daje nam (ludziom) czas na
poszukiwania nowych i skutecznych antybiotykéw. Czas ten jednak przyspiesza i coraz czesciej pojawiajg sie na
$wiecie bakterie oporne na wszystkie znane ludziom antybiotyki. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) juz dzisiaj
ostrzega, ze antybiotykoopornos¢ jest jednym z najwiekszych zagrozen dla globalnego zdrowia, bezpieczenstwa
zywnosciowego i rozwoju. Opornos¢ na antybiotyki moze dotkngc¢ kazdego, w kazdym wieku i w kazdym kraju.
Prowadzi ona do dtuzszych pobytéw w szpitalu, wyzszych kosztéw leczenia i zwiekszonej Smiertelnosci. Mam wielka
nadzieje, ze nigdy nie nastgpi dzien w ktorym ludzkos¢ bedzie musiata sie mierzy¢ z opornymi bakteriami w takiej
skali jak dzisiaj mierzy sie z wirusem SARS-CoV-2. Nadzieje tg mam dzieki takim ludziom jak mgr Anna Janas, ktdra
postanowita zajg¢ sie problemem istniejgcej antybiotykoopornosci i ktdrej tematem pracy doktorskiej stato sie
poszukiwanie nowych antybiotykéw makrolidowych. Problem badawczy postawiony w jej pracy doktorskiej dotyczy
znalezienia chemicznych czynnikéw strukturalnych, zwiekszajgcych aktywnos¢ przeciwbakteryjng oraz posiadajgcych
lepsze parametry farmakologiczne (lepsza rozpuszczalno$é, mniejsza cytotoksycznosc) w stosunku do znanych dzisiaj
antybiotykéw makrolidowych. Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska odpowiada na obecne potrzeby

ludzkosci, co w mojej opinii w petni uzasadnia celowosc jej realizacji.




O K

UNIWERSYTET GDANSKI CHEMIAUG

Rozprawa doktorska zostata wykonana w grupie prof. dr hab. Piotra Przybylskiego na Wydziale Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opiekg promotora pomocniczego dra Krystiana Pyty. Catos¢
rozprawy obejmuje 422! strony maszynopisu i podzielona jest na 11 gtdwnych rozdziatéw (tj. cel pracy, czesé
literaturowa — 5 gtdwnych podrozdziatdéw, wyniki i dyskusje, czes¢ eksperymentalna, podsumowanie, literatura i
zatgczniki w postaci widm NMR i). Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych skrétéw. Spis pismiennictwa obejmuje
245 pozycji uwzgledniajgcych petne dane wraz z numerem DOI. W pracy umieszczono kilkanascie tabel, kolorowych
rysunkow i schematéw reakcji chemicznych, ktére znacznie utatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Praca
ma uktad typowy dla prac z zakresu chemii, choé nietypowe jest umieszczenie celu pracy jako pierwszego rozdziatu
rozprawy. W pracy znalaztam nieliczne btedy edycyjne i stylistyczne (np. ,sygnat integrujacy sie na 3H”, str. 136 —
sygnat nie moze sam sie zintegrowac; ,,..kluczowym czynnikiem jest sposdb ich wigzania z ich molekularnym
target.”, str. 286; nie wiem dlaczego opisy na rysunkach przedstawiajgcych struktury sg w jezyku angielskim) ale w
zaden sposdb nie umniejszajg one wysokiej wartosci dysertacji. Do pracy zostaty dotgczone osobne (zalaminowane)
kartki z kolorowymi strukturami zsyntetyzowanych zwigzkdéw i ich nazwami wraz z numeracjg poszczegdlnych
atomoéw. Zastosowane rozwigzanie byto bardzo pomocne podczas lektury pracy doktorskiej.

Mgr Anna Janas na poczatku przedstawita cel giéwny swojej pracy, ktérym byto zaprojektowanie,
zsyntetyzowanie i zbadanie zaleznosci SAR (ang. structure - activity relationship) nowych pochodnych 14- i 15-
cztonowych laktonowych antybiotykéw makrolidowych, zawierajacych zmodyfikowane fragmenty cukrowe.

W kolejnych rozdziatach (2-4) Doktorantka wprowadzita czytelnika w tematyke antybiotykdéw
makrolidowych, ktdre stanowig bardzo duzg grupe zwigzkéw o dziataniu bakteriostatycznym i bakteriobdjczym.
Antybiotyki te stosuje sie w klinice przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym a mozna je podzieli¢
wedtug kilku kryteridow, ktére zostaty w rozprawie przedstawione. Najwazniejszym z punktu widzenia recenzenta jest
ich podziat ze wzgledu na wielkos¢ makrocyklicznego pierscienia antybiotyku. Doktorantka w sposéb
skondensowany i bardzo przystepny opisata naturalng Sciezke biosyntezy znanego przedstawiciela tej klasy
antybiotykdéw — erytromycyny, nastepnie przedstawita molekularny sposéb dziatania antybiotykdw makrolidowych
(odwracalne wigzanie sie do podjednostki 50S rybosomu w tunelu rybosomalnym) oraz istniejgce mechanizmy
opornosci bakterii na antybiotyki makrolidowe. W kolejnych dwdéch podrozdziatach czesci teoretycznej mgr Janas
bardzo szczegétowo opisata budowe, sposdb syntezy chemicznej oraz dziatanie zmodyfikowanych chemiczne 14- i
15-cztonowych antybiotykéw makrolidowych. Dokonany przez nig przeglad literaturowy pokazat, ze obecnie istnieje
niezliczona ilos¢ zmodyfikowanych antybiotykdw makrolidowych a po lekturze tej czesci rozprawy pomyslatam, ze
trudno jest zaproponowaé nowe rodzaje modyfikacji tych antybiotykdw, biorgc pod uwage ograniczone
przestrzennie miejsce wigzania sie tych zwigzkow z celem molekularnym. Z ciekawoscig wiec czekatam na nowe
propozycje modyfikacji chemicznych wymyslone przez Doktorantke. Tg czes¢ rozprawy doktorskiej (opis istniejgcych
modyfikacji chemicznych antybiotykéw makrolidowych oraz ich wptyw na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng) oceniam
bardzo wysoko, gdyz w sposéb bardzo przejrzysty wprowadza czytelnika w problematyke dysertacji. Po lekturze tej
czesci rozprawy doktorskiej zastanowito mnie jedynie czy dla innych znanych wtasciwosci biologicznych
antybiotykéw makrolidowych (tj. aktywnos¢ przeciwmalaryczna lub przeciwnowotworowa), istniejg dane SAR tak jak
dla aktywnosci przeciwbakteryjnej. Przeglad literaturowy zostat dokonany niezwykle starannie, a cytowane prace
pochodzg z ostatnich pieciu lat i obejmujg blisko 150 pozycji literaturowych. Dodatkowo, kazdy omawiany zwigzek
zostat przez Doktorantke starannie narysowany (z zaznaczong numeracjg atomoéw), co sprawito, ze czytelnik nie miat

watpliwosci w ktérym miejscu czasteczki zostata wprowadzona omawiana modyfikacja. Dla mnie osobiscie ta cze$¢
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pracy doktorskiej stata sie inspiracjg do zaprojektowania modyfikacji chemicznych w zwigzkach, ktérymi sama sie
zajmuje. Dwa ostatnie podrozdziaty czesci teoretycznej pracy doktorskiej obejmujg opisy mechanizmoéw reakcji
chemii ,click” oraz sposoby syntezy czwartorzedowych soli amoniowych. Reakcje te zostaty opisane z uwagi na fakt
stosowania ich przez Doktorantke w czesci eksperymentalnej pracy doktorskie;j.

Kolejny gtéwny rozdziat rozprawy doktorskiej zatytutowany zostat ,,Wyniki i dyskusja”. Rozdziat ten zostat
przez Doktorantke podzielony na trzy zasadnicze czesci tj.: (i) dwa podrozdziaty poswiecone modyfikacjom
azytromycyny (AZM) w pozycji C(2’) i C(3’) dezozaminy; (ii) dwa podrozdziaty poswiecone modyfikacjom
klarytromycyny (CLA) w pozycji C(3’) dezozaminy oraz otrzymywanie jej pochodnych; (iii) wyniki badan biologicznych
zsyntezowanych pochodnych i analiza SAR. W pierwszej czesci rozdziatu ,, Wyniki i dyskusja” Doktorantka uzasadnita i
zaproponowata nowe modyfikacje chemiczne AZM. Podstawowg zmiang byto usuniecie kladynozy oraz wydtuzenie
»,ramienia” dezozaminowego. Na poczatku Doktorantka przeprowadzita reakcje hydrolizy, pozbywajac sie kladynozy
z AZM. Uzyskany produkt hydrolizy AZM-OH w petni scharakteryzowata pod wzgledem strukturalnym. Do tego celu
wykorzystata techniki MS i 2D NMR a przeprowadzona analiza strukturalna (NMR) zostata dokonana w sposéb
absolutnie wzorowy! Nastepnie opisata sposéb syntezy alkinowej pochodnej AZM i w podobny sposéb potwierdzita
uzyskany produkt, ktéry postuzyt do przeprowadzenia syntezy nowych pochodnych (AZM-1 do AZM-19) z
wykorzystaniem reakcji chemii ,click”. W tym samym podrozdziale uzasadnita i opisata sposdb syntezy hybrydowej
pochodnej AZM w pozycji C(2’) i kolchiceiny (COL), uzyskujgc dwa zwigzki (AZM-1-COL-1 oraz AZM-1-COL-2) o
potencjalnych wtasciwosciach przeciwbakteryjnych (AZM) i przeciwzapalnych (COL). Dodatkowo dla zwigzku AZM-1-
COL-2 Doktorantka przeprowadzita analize kontaktéw NOE na podstawie widma NOESY, pokazujac przestrzenny
sposdb utozenia wzgledem siebie pierscieni AZM i COL (Rys. 105, str. 125). Z przedstawionego opisu nie
wywnioskowatam w jaki sposdb wyznaczona zostata struktura przestrzenna tej czgsteczki. Czy do obliczen DFT
wykorzystane zostaty wiezy odlegtosciowe NOE? Jesli nie to czy pokazana struktura zostata wybrana poprzez
najlepsze dopasowanie do wiezdw NOE? Pytanie to dotyczy rédwniez wszystkich kolejnych struktur badanych
zwigzkdéw. Prosze o wyjasnienie tej kwestii. Kolejny podrozdziat to uzasadnienie i opis kolejnych modyfikacji AZM w
pozycji C(3’) dezozaminy, polegajace przeprowadzeniu zwigzkéw w czwartorzedowe sole amoniowe. Modyfikacje te
miaty na celu zwiekszenie hydrofilowosci zwigzkéw i utatwienie wigzania sie z celem molekularnym. Doktorantka
otrzymata i scharakteryzowata pochodne AZM uzyskujac zwigzki AZM-20 do AZM-44. Wszystkie prowadzone reakcje
byty monitorowane technikg HPLC. W kolejnych dwdch podrozdziatach Doktorantka uzasadnita i opisata modyfikacje
chemiczne CLA w pozycji C(3’) dezozaminy prowadzgce (podobnie jak dla AZM) do uzyskania czwartorzedowych soli
amoniowych (zwigzki CLA-1 do CLA-6), wybierajgc podobnie jak wczesniej dla AZM bromki jako substraty. Uzyskane
produkty w petni scharakteryzowata pod wzgledem strukturalnym wykorzystujgc technike HPLC, MS i 2D NMR.
Kolejne podrozdziaty przedstawiajg kolejne, dobrze uzasadnione modyfikacje chemiczne CLA tj.: pochodna o,B-
nienasycona (CLA-7 o potwierdzonej konformacji (E)-s-trans) oraz pochodne a,-nienasycone utlenione w pozycji
C(3) z acetylowang grupa hydroksylowg O(2’)H (CLA-8 do CLA-10). Zwigzki te, podobnie jak wczesniejsze zostaty w
petni scharakteryzowane pod wzgledem fizykochemicznym i strukturalnym z wtgczeniem dodatkowych technik tj.
spektroskopii FT-IR oraz techniki rentgenostrukturalnej (dla zwigzku CLA-10). Kolejne opisane przez mgr Janas
syntezy dotyczyty uzyskania hybrydowej pochodnej (podobnie jak dla AZM) ketonowej zwigzku (CLA-10) i pochodnej
COL z funkcjg azydkowa (COL-2). Wykorzystujgc ponownie reakcje chemii ,click” uzyskata nowg pochodng CAL-12-
COL-2, ktdéra podobnie jak wszystkie wczesniejsze produkty zostata w petni scharakteryzowana a struktura tej
pochodnej przypomina strukture zwigzku AZM-1-COL-2 z rozsunietymi w przestrzeni pierScieniami CAL i COL.
Ostatnig modyfikacjg CAL jakg opisata Doktorantka byta reakcja prowadzgca do uzyskania uktadu bicyklicznego
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sktadajgcego sie z 3-oksoaglikonu spinajgcego atomy C(11) i C(12) karbaminianem (zwigzki CLA-13 = CLA-X = CLA-
Y) jako gotowa platforma do dalszych modyfikacji chemicznych. Nastepnie wykorzystujgc zwigzek CLA-13
Doktorantka przeprowadzita reakcje z aming o krétkim faricuchu weglowym, posiadajgcg w swojej strukturze grupe
funkcyjng, ktéra mozina wykorzysta¢ do dalszych modyfikacji. Uzyskata nowg pochodng CLA-14 ktéra po
scharakteryzowaniu okazata sie stabilnym tautomerem enolowym (forma ,laktenolowa”). Wyjasnita réwniez
zaskakujagco wysoka hydrofobowos¢ tej pochodnej. Ciekawe bytoby, czysto poznawczo, przeprowadzenie
dodatkowych analiz IR i NMR w innych rozpuszczalnikach oraz w szerszym zakresie temperaturowym (NMR),
majacych na celu okreslenie wptywu tych parametréow fizykochemicznych na zaistniatg réwnowage. Ostatnia cze$é
rozdziatu ,Wyniki i dyskusja” przedstawionej do oceny rozprawy zawiera wyniki badan przeciwbakteryjnych dla
uzyskanych zwigzkéw oraz modelowanie ich oddziatywan w tunelu rybosomalnym. Wyniki badani biologicznych
pokazaty, ze wszystkie pochodne AZM pozbawione w wyniku hydrolizy cukru - kladynozy - nie byty nieaktywne oraz,
ze wybrane sole amoniowe AZM i CAL wptywajg korzystnie na ich wiasciwosci przeciwbakteryjne a jednoczesnie
wykazujg niska cytotoksycznosc. Uzyskane wyniki badan biologicznych zostaty potwierdzone w modelu dokowania
tychze zwigzkéw w tunelu rybosomalnym, gdzie zaangazowane sg w energetycznie korzystne odziatywania. Lektura
tej cze$¢ pracy doktorskiej budzi méj pewnie niedosyt z uwagi na bardzo skapy opis metodologii dokowania oraz
bardzo ,,zagmatwany” sposdb prezentacji graficznej uzyskanych wynikéw. Doktorantka uzyskata réwniez ciekawy
brak korelacji pomiedzy aktywnoscia biologiczng niektdérych zwigzkéw a ich liopofilowoscig i rozpuszczalnoscia, co
rozsgdnie wyjasnita. Ta czes$¢ rozprawy zostata wzbogacona tabelami ze szczegdétowymi danymi spektroskopowymi i
schematami reakcji chemicznych. Po lekturze tej czesci pracy nasuneto mi sie nastepujgce pytanie: Czy planowane sg
badanie aktywnosci przeciwmalarycznej i przeciwnowotworowej wszystkich zsyntetyzowanych przez Doktorantke
zwigzkow?

Przedostatni rozdziat dysertacji zostat zatytutowany ,Czes¢ eksperymentalna” i zawiera opis metod oraz
procedur syntetycznych stosowanych przez Doktorantke. W mojej opinii Pani mgr Anna Janas zastosowata wtasciwe
metody i procedury wymagane od chemika syntetyka i analityka. Wszystkie procedury syntezy, wydajnosci oraz
petna charakterystyka fizykochemiczna poszczegélnych zwigzkdw zostaty szczegétowo i bardzo precyzyjnie opisane
oraz nie budzg moich watpliwosci.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,Podsumowanie” Doktorantka przedstawita najwazniejsze wnioski
swojej pracy doktorskiej. Do najwazniejszych osiggnieé pracy stanowigcych jednoczesnie element nowosci naukowe;j
zaliccam zaprojektowanie, synteze, charakterystyke fizykochemiczng i strukturalng nowych zwigzkéw
makrolidowych o wtasciwo$ciach przeciwbakteryjnych. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt przeprowadzenia przez
Doktorantke wieloetapowych syntez chemicznych oraz bardzo precyzyjny i estetyczny opis przeprowadzonych
eksperymentow. Na szczegdlng pochwate zastuguje wzorowy opis analizy widm 2D NMR i FT-IR prowadzacy do
petnoatomowej charakterystyki uzyskanych nowych zwigzkéw chemicznych.

Uwazam, ze tematyka pracy jest bardzo interesujgca, cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze
zaplanowana a wyniki zinterpretowane poprawnie. Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy zostaly w petni
zrealizowane. Rozprawa mgr Anny Janas zawiera bogaty, solidny i wartoSciowy materiat doswiadczalny. Biorac pod
uwage powyzsze fakty stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z artykutem 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz.
1365, 22010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011r. Nr 84, poz. 455). W tym odniesieniu wnosze do Rady
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Naukowe]j Dyscypliny Nauki Chemiczne UAM o dopuszczenie mgr Anny Janas do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

Ponadto, majac na wzgledzie wkfad pracy Doktorantki w uzyskanie nowych antybiotykdw makrolidowych oraz
ich petnej charakterystyki strukturalnej i biologicznej, zwracam sie takze do Wysokiej Rady z wnioskiem o
wyrdznienie tej rozprawy.

Z powazaniem,

\gaﬂn‘nz Vodriewie- M@ﬁw NL




