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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Magdaleny Welke, zatytulowanej

»Badania aminokwasowych pochodnych flawonu”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny Welke jest
wynikiem pracy wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika pod
kierunkiem naukowym prof. dr. hab. Andrzeja Wojtczaka.

Uktad pracy jest klasyczny. Podzielona jest formalnie na dwie czesci: literaturowa
oraz do$wiadczalng. Pierwsza z nich jest bardzo zwiezta 1 liczy 17 stron. Koncza ja cele
pracy. W drugiej czeSci zawarta jest czgs¢ metodologiczna, synteza pochodnych flawonu
uwzgledniajaca synteze tetrafluoroborandéw 4-etoksy-2-fenylochromenyliowych oraz synteze
aminokwasowych pochodnych flawonu, jak rowniez ich charakterystyke spektroskopowa
(NMR 1 IR). Kolejng czg$¢ stanowig badania strukturalne oraz badania aktywnos$ci
biologicznej. Prac¢ konczy dyskusja wynikow, wnioski, streszczenie, abstrakt w jezyku
angielskim, liczaca 97 pozycji literaturowych bibliografia, jak rowniez dodatek zawierajacy
tabele wigzan wodorowych i numery depozytowe badanych struktur w bazie danych
strukturalnych Cambridge Structural Database. Cato$¢ liczy 119 stron. W przedstawionej
pracy brakuje informacji o dorobku naukowym kandydatki. Przejrzenie zasobow baz danych
literaturowych wskazuje, iz doktorantka jest autorka jednej pracy w Applied Catalysis A:
General (2009).

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo interesujaca. Dotyczy badania pochodnych
flawonu, waznych ukladéw o duzym znaczeniu biologicznym/farmaceutycznym. Wiaze
ze soba syntez¢ molekularng, badania strukturalne, uwzgledniajac rentgenowska analize¢
strukturalng oraz badania spektroskopowe, dokowanie molekularne i badania biologiczne.

Czes¢ literaturowa stanowi bardzo zwigzte wprowadzenie zaréwno do tematyki badan
jak 1 uzywanych narzedzi. Pierwszy fragment przedstawia ogo6lng wiedze dotyczaca
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flawonoidow a w szczegoOlnosci ich wystepowania w przyrodzie, znaczenia dla zdrowia
cztowieka, budowy chemicznej, aktywnos$ci biologicznej 1 wlasciwosci fizykochemicznych.
Drugi fragment poswigcony jest podstawom teoretycznym rentgenowskiej analizy
strukturalnej. Fragment ten napisany jest bardzo lakonicznie. Rozumiem koniecznos¢
odpowiedniego wyboru tresci, jednak nie do konca jest dla mnie oczywiste dlaczego
doktorantka nie zaczyna od opisu zjawiska dyfrakcji a od problemu fazowego. By¢ moze
wynika to z zafascynowania doktorantki tym zagadnieniem — w koncu jego rozwigzanie
zostalo uwienczone Nagroda Nobla dla Jerome Karle i Herberta Hauptmana (1985).
W tym miejscu chciatlbym zauwazy¢, iz obecnie coraz wigksze znaczenie zyskuja inne
metody oparte na zgadywaniu faz, charge flipping, za$§ metoda Pattersona sensu stricte jest
swego rodzaju obej$ciem problemu fazowego a nie jego rozwigzaniem. Cho¢ dla specjalistow
sprawa jest oczywista, wzmianka dlaczego atomy wodoru sa najczg¢éciej udoktadniane
w modelu izotropowym (stosowane niekiedy sa réwniez bardziej zaawansowane modele
udoktadnienia) bytaby mitym uktonem dla oséb mniej zorientowanych w metodologii badan
rentgenostrukturalnych. Zasadnym bytby rowniez komentarz odno$nie oznaczenia struktury
absolutnej w przypadku bardzo stabego sygnatu anomalnego. Oczekiwalbym krotkiego
komentarza podczas obrony pracy doktorskiej. Poniewaz jednym z niezwykle interesujacych
procesOw, ktoére musza zachodzi¢ w trakcie syntezy jest czgSciowa inwersja konfiguracji,
w mojej ocenie omowienie chiralnosci powinno si¢ znalez¢ w czgsci literaturowej pracy.
Podczas publicznej obrony chcialbym by doktorantka omowita w jaki sposéb mozna $ledzi¢
zmiany konfiguracji przy uzyciu rowniez innych metod jak np. dichroizmu kolowego.
Omawiajac role réznych czynnikoéw decydujacych o intensywnos$ci refleksow, stosowane
poprawki, brakuje oméwienia wptywu temperatury. Co wigcej, w czgsci metodologiczne;j
brak jest rowniez informacji w jakich warunkach temperaturowych zostaly dokonane pomiary
krysztaldow. W trakcie publicznej obrony pracy doktorskiej chciatlbym by doktorantka
przeanalizowata wptyw temperatury zarowno na jako$¢ danych dyfrakcyjnych jak i na finalny
model struktury. W tym konteks$cie warto zastanowi¢ si¢ czy obnizenie temperatury pomiaru
jest zawsze wskazane, biorac pod uwage mozliwos¢ tworzenia roéznych odmian
polimorficznych, ale réwniez adekwatno$¢ finalnego modelu do rozwazan w warunkach
fizjologicznych. Opis podstaw rentgenowskiej analizy strukturalnej jest w mojej ocenie
bardzo zwigzly, natomiast brakuje, cho¢by bardzo skrétowego, omoéwienia uzywanych metod
spektroskopowych i1 dokowania molekularnego, narzgdzi, ktoére s3 stosowane przez

doktorantke.



Celem niniejszej pracy byta synteza nowych aminokwasowych pochodnych flawonu
oraz ich charakterystyka strukturalna i spektroskopowa. Obecno$¢ aminokwasu w tancuchu
bocznym moze powodowaé zwigkszenie rozpuszczalnosci uktadu flanowu, a co za tym idzie
jego biodostepnos¢. Ze wzgledu na brak efektow ubocznych reszt aminokwasowych uktady
analizowane przez doktorantk¢ mogg stanowi¢ wazne zwigzku o znaczeniu farmaceutycznym.
Dodatkowym elementem pracy bylo zatem sprawdzenie biodost¢pnosci ukladow oraz
aktywnosci biologicznej w szczego6lnosci w oddzialywaniu z enzymami wiazacymi ATP lub
ADP. Cato$¢ dopetnia dokowanie molekularne jednej z pochodnych (mwl0ala) do enzymu
apirazy, ktory uwaza si¢, iz zapobiega zawalom serca. Z moich obliczen wynika, iz w ramach
pracy doktorantka uzyskala 44 uklady, z «czego 40 stanowi zwiazki nowe
(7 tetrafluoroboranow 4-etoksy2-fenylochromenyliowych + 11 nie scharakteryzowanych
zwigzkow otrzymanych z niskg wydajnoscia (positkujac si¢ schematem 7.2.1), oraz 26
aminokwasowych pochodnych flawonu (positkujac si¢ schematem 7.2.2, wiaczajac rowniez
2 nieujete przez nig uktady otrzymane w wyniku krystalizacji). Te ostatnie to pochodne
alaniny, leucyny i waliny. Za bardzo niefortunne uwazam nazewnictwo rozwazanych
uktadow. Rozumiem, zZe poslugiwanie si¢ skrétem mw moze by¢ przydatne w trakcie
realizacji projektu, jednak przeksztalcenie enumeracji struktur na bardziej uniwersalny zapis,
w mojej ocenie spowodowaloby zwigkszenie czytelnosci pracy. Za niefortunne réwniez
uwazam podawanie obecno$ci rozpuszczalnika w nazewnictwie otrzymanych uktadéw
(np. Tabela 7.1), zwlaszcza, iz w przypadku niektorych zwigzkow krystalizacja prowadzi
do innej stechiometrycznej liczby czasteczek rozpuszczalnika. Tak jest np. w przypadku
zwigzku mwlOala opisanego na stronie 29 (por. réwniez Tabela 7.1) gdzie zwigzek
ten zawiera 2 czasteczki H;O, za§ na tej samej stronie (str. 29) jest roOwniez informacja,
iz w wyniku krystalizacji z DMSO doktorantka otrzymata zwigzek z 1,5 czasteczka H»O.
Podobnie jest w przypadku mwil5ala:3,5-H,O — w wyniku krystalizacji otrzymata uktad
mw15ala-2,5-H,0 (str. 31), za§ w przypadku mwl6leuBF, zwigzek o zupeknie innej budowie
(mwl6leu-H;0), (str. 34) Roéwniez w wyniku krystalizacji mw24leuBF, doktorantka
otrzymata mw24leu-H,O (str. 38). Biorac pod uwage otrzymane w wyniku krystalizacji
uktady mwl6leu oraz mw24leu dziwi mnie brak uwzglednienia ich na rysunku 7.2.1
oraz w Tabeli 7.1. Na marginesie pragne doda¢, iz w Tabeli 7.1 brakuje rowniez zwigzku
mw13 opisanego na rysunku 7.1.1. oraz na stronie 25. Cztery z uktadow: mwl0 i mw26
oraz mwlOval i mw26val stanowia zwiazki znane wczesniej, o czym kandydatka wspomina
na stronach 19 i 91. Doktorantka bardzo skrupulatnie wykonata wszystkie syntezy. Reakcje

ktorymi si¢ positkowala byly literaturowe. Sg to syntezy dwuetapowe. Nie udalo



si¢ jej uzyska¢ wydajnosci podobnych do raportowanych wczes$niej, co wynika z roznic
wydajnosci pierwszego etapu syntezy. Na podstawie przeprowadzonych skrupulatnych analiz
doktorantka wnioskowala, iz wydajnosci literaturowe byty prawdopodobnie zawyzone.

W ramach pracy doktorantka wykonata analiz¢ strukturalng 18 ukladéw metoda
dyfrakcji rentgenowskiej na monokrysztale. Nie wszystkie analizowane uktady byty
flawonoidami. Osobiscie nie do kofca jestem przekonany, ze trzeba bylo analizowaé
dodatkowe produkty otrzymane w trakcie syntezy pochodnych flawonu, jednak
przedstawiona analiza jest bardzo interesujaca. Doktorantka wykazata, iz uzyskane przez
nig pochodne aminokwasowe majg posta¢ jonow obojnaczych, za$ oddziatywania polarne
stabilizujg sie¢ krystaliczng. W  wigkszosci przypadkéw zaobserwowata obecnos¢
migdzyczasteczkowego wigzania wodorowego pomiedzy atomem azotu i atomem tlenu grupy
karboksylanowej. Poza mw24leu nie obserwuje si¢ w krysztatach oddziatywan typu m-n
wynikajacych ze stackingu fragmentéw aromatycznych. Na podstawie analiz struktur
krystalicznych doktorantka potwierdzita hybrydyzacje sp® atomu azotu oraz wykazala,
iz charakter elektrono donorowy/akceptorowy podstawnika w pozycji C6 wplywa
na delokalizacj¢ elektronéw w pierscieniu heterocyklicznym. Skutkuje to zmianami dtugos$ci
wigzania C4=N1 (C24=N2) oraz wartosci kata C3-C4-C4A (C23-C24-C24A). Dodatkowo
doktorantka wskazuje, iz orientacja pier§cienia bocznego B flawonu jest efektem upakowania
przestrzennego, na ktorg maja wptyw oddziatywania steryczne z atomami wodoru w pozycji
C3 jak réwniez oddziatywania z fancuchami bocznymi podstawnikéw aminokwasowych.
Najbardziej interesujacym elementem analizy jest to, ze pochodne aminokwasowe
nie krystalizujg w grupach Sohnckego. W sieci krysztatu wystepuja zatem obie odmiany
enancjomeryczne, pomimo uzycia w syntezie czystych optycznie aminokwas6éw. Doktorantka
stawia teze (positkujac si¢ rowniez analizg tryptofanu, ktdry otrzymata podczas proby syntezy
pochodnej tryptofanowej mw10), iz prawdopodobng przyczyna racemizacji na atomie Ca
fragmentu aminokwasowego jest czeSciowe przeniesienie sprzezonego ‘tadunku
na podstawnik aminokwasowy w trakcie jego podstawiania w pozycj¢ C4 pierScienia.
Czy doktorantka moglaby przedstawi¢ jak moglby wyglada¢ potencjalny mechanizm reakcji?
Bardzo interesujacym elementem analizy w mojej ocenie jest analiza aminokwaséw
w badanych uktadach i1 zauwazenie, iz w strukturach pochodnych alanylowych i leucylowych,
ktore wykrystalizowaty z czasteczkami H,O, konformacje podstawnikow aminokwasowych
spetniaja warunki dla helisy biatkowej. W przypadku mw24ala, gdzie w komorce
elementarnej jest czasteczka kwasu octowego podstawnik alanylowy przyjmuje konformacje

B kartki. W pozostatych strukturach oddziatywania z BF,; i DMSO zaburzajg sie¢



oddzialywan co powoduje, iz nie obserwuje si¢ konformacji podobnych do biatek. W moje;j
ocenie bardzo interesujagcym byltoby podjecie dalszych prob krystalizacji, tak by otrzymacé
jedynie hydraty badanych uktadow. Analiza cze¢sci krystalograficznej jest dokonana na ogét
poprawnie, jednak w niektorych miejscach pojawiaja si¢ niejasnosci. Tak jest np. w opisie
struktury mwl10ala. Nie jest jasne dla mnie zdanie ,,cze¢$¢ asymetryczng komorki elementarnej
tworza jon pochodnej alanynowej oraz dwie czasteczki wody — jedna z obsadzeniem
potowkowym”. Jaka jest zatem stechiometria tego uktadu 1:1,5? Z wcze$niejszych opisow
mozna domniemywac, iz jest to 1:2. Podobnie jest w przypadku mw10val, gdzie niezalezng
cze$¢ komorki elementarnej tworzg jon i trzy czasteczki wody, jedna z nich z obsadzeniem
50%. Mysle, ze opis zwigzkéw moglyby dopelnié¢ analizy upakowania wraz z zaznaczonymi
oddziatywaniami mi¢dzyczasteczkowymi, np. wodorowymi czy innymi stabilizujacymi sie¢
krysztalu w formie graficznej (opisy oddzialywan wystepujacych w krysztale sa oczywiscie
w pracy zawarte). Takie upakowanie jest przedstawione przyktadowo na rysunku 8.2.1.4,
jednak brak jest zaznaczonych oddziatywan. Ponadto niektore rysunki przedstawiajace
numeracj¢ atomow moglyby by¢ wykonane z wigksza staranno$cig (np. rys. 8.2.15.1).
Za niefortunng uwazam numeracj¢ atomow na rysunku 8.2.1. W przypadku dwoéch czasteczek
w niezaleznej czesci lepszym sposobem numeracji bytoby zastosowanie symboli A i B.
W Tabeli 8.1 podane sg wzory sumaryczne poszczegdlnych uktadow, jednak wydzielenie
liczby czasteczek rozpuszczalnika mogloby by¢é pomocne w rozwianiu niektorych
watpliwosci.

W ramach badan biologicznych, doktorantka wykazata, iz testy aktywno$ci enzymu
apirazy w obecno$ci mwlOala i mwlOleu wykazaly niewielki inhibujacy wpltyw tych
pochodnych na aktywno$¢ enzymu w reakcji hydrolizy ADP, za§ w testach prowadzonych
na bakteryjnej kinazie adenylanowej wykazata, iz mwlOleu cz¢$ciowo znosi inhibujace
dziatanie DMSO. Sugeruje to ze uklad ten moze by¢ albo stabym aktywatorem kinazy, albo,
oddzialujgc z DMSO uniemozliwia jego interakcj¢ z tym enzymem. Wykorzystujac
dokowanie molekularne mwl0Oala, jako liganda do enzymu apirazy doktorantka wykazata
réwniez mozliwo$¢ modyfikacji jego aktywnosci. Badania te ujawnily jednak, iz efekt
jest niewielki, co moze by¢ spowodowane niskg rozpuszczalno$cig ewentualnie stabym
wigzaniem w centrum katalitycznym. To bardzo wazne wyniki. Zwigkszenie rozpuszczalnosci
pochodnych flawonu nadal pozostaje jednym z perspektywicznych celéw tej tematyki
badawczej.

Generalnie praca jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, cho¢ zdarzaja

si¢ niezrgczno$ci jak chociazby ,,(grupa hydroksylowa) tloczy elektrony do pierscienia”,



co oznacza, iz ma elektronodonorowy charakter (str. 41; por rowniez opis na stronie 79,
czy str. 97). W Tabeli 8.1 wyrazenie ,,piki Ap” powinno by¢ raczej ujete jako ,,najwicksze
maksimum i minimum na koficowej réznicowej mapie [eA”]”. Brakuje réwniez podania
temperatury poszczegllnych pomiaréw. W mojej ocenie przydatby si¢ réwniez wykaz

uzywanych w pracy akronimow i skrotow.

Konkludujac: stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Magdaleny Welke zawiera istotne
elementy nowosci naukowej. Doktorantka postawila problem badawczy, wykazala sie
wiedzg w zakresie prezentowanej tematyki przedmiotu oraz odpowiednim warsztatem
badawczym. Uwazam, ze uzyskane przez nia wyniki stanowig znaczacy wklad w rozwaj
chemii, w szczegolnosci ukladow o potencjalnym wlasciwosciach farmaceutycznych
i sa inspirujace do podjecia dalszych badan. To bardzo ciekawa tematyka badawcza
0o duzym potencjale rowniez aplikacyjnym. W mojej ocenie praca doktorska
mgr Magdaleny Welke spelnia warunki formalne przez obowiazujaca ustawe
o stopniach i tytulach naukowych. W zwiazku z powyzszym wnioskuj¢ o dopuszczenie

doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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