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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Anety Pindeli (de domo Suset)
“Badania zjawiska tautomerii protonowej aminowo-iminowej i stereoizomerii
w pochodnych 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu”

Przekazana mi do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr Anety Pindeli (de domo
Suset), zatytutowana “Badania zjawiska tautomerii protonowej aminowo-iminowej i
stereoizomerii w pochodnych 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu”, przygotowana zostata w
Zaktadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu, pod opieka uznanego specjalisty w zakresie rentgenowskiej analizy strukturalnej
zwigzkdéw organicznych Prof. Andrzeja Gzelli oraz w Zakfadzie Krysztatédw Molekularnych
Instytutu Fizyki Molekularnej PAN w Poznaniu, pod opiekg promotorska Prof. Andrzeja
tapinskiego uznanego badacza specjalizujgcego sie w analizie struktury elektronowej
metodami spektroskopii optycznej.

Struktura chemiczna czgsteczek substancji czynnej, wystepujgce ich formy
polimorficzne oraz potencjalne przemiany zachodzace in vitro i in vivo sg kluczowe w
okreslaniu mozliwosci oraz zakresu stosowania danej substancji w farmacji. Szczegdlnie
istotne jest uwzglednienie w ocenie wtasnosci fizykochemicznych zdolnosci do wystepowania
danej substancji czynnej w formach tautomerycznych, ktére mogg modulowaé jego
aktywnos¢. Pomimo, ze zjawisko tautomerii znane jest od XIX wieku to nadal stanowi ciekawy
i wazny temat badawczy z punktu widzenia aktywnosci biologicznej i zastosowan medycznych.
W dobie coraz powszechniej stosowanych technik wirtualnych badan przesiewowych (virtual
screening) i modelowania farmakoforéw, rozpoznanie form tautomerycznych wystepujgcych
w ciele statym pozwala na bardziej trafny wybér potencjalnych substancji czynnych. Rozprawa
doktorska przygotowana przez mgr Anete Pindele doskonale wpisuje sie w ten nurt badan.

Jako przedmiot swoich badan mgr Pindela wybrata serie 14 zwigzkéw obejmujgcych
pochodne 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu oraz ich prekursory stosowane w syntezie. W tym
miejscu warto pochwali¢ kompleksowy, z punktu widzenia potencjalnych zastosowan
farmaceutycznych, dobér modyfikacji badanego uktadu oraz spektrum zastosowanych metod
badawczych.
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Rozprawa doktorska, ktérg otrzymatem do oceny zostata zredagowana w klasycznej
formie, czyli obszernego maszynopisu o objetosci 252 stron, ktéry Autorka podzielita na
pietnascie rozdziatdw. Manuskrypt dysertacji zilustrowany zostat 198 rysunkami oraz 31
tabelami.

Pierwszy rozdziat Autorka poswiecita szerokiemu omdwieniu zjawiska tautomerii,
gdzie przytoczyta zaréwno dane dotyczace historii badan tego zjawiska jak i aktualne prace.
Szczegbdtowo opisata réznice pomiedzy zjawiskiem mezomerii i tautomerii, a dane te opatrzyta
odpowiednimi przyktadami. W dalszej czesci mgr Pindela omdwita podziat tautomerii i
przedstawita jej rodzaje, takie jak: kationotropie, anionotropie, tautomerie pierscieniowo-
tancuchowg, tautomerie walencyjng i inne, bogato dokumentujac je przyktadami. Szeroko
zaprezentowata takze, zwigzang z tematyka rozprawy, tautomerie protonowa wystepujaca w
zwigzkach heterocyklicznych.

W drugim rozdziale Autorka skupita sie na przedstawieniu problematyki tautomerii w
zwigzkach biologicznie czynnych, omawiajgc to zjawisko na przyktadach tautomerii
protonowej aminowo-iminowej substancji farmaceutycznych. W mojej ocenie dogtebny i
szeroki opis zjawiska tautomerii, jaki Autorka zaprezentowata we wstepie teoretycznym,
warto rozwazy¢ w przysztosci jako czes¢ pracy przeglgdowej.

W rozdziale trzecim mgr Pindela zdefiniowata cel badan, podkreslajgc takze
wspotprace Prof. Gzelli, promotora tej pracy, z grupga Prof. Lesyka z Lwowskiego Narodowego
Uniwersytetu Medycznego (Ukraina), ktéra zaowocowata dostepem do materiatu
badawczego. Warto podkresli¢, ze badania tej waznej grupy zwigzkédw majg juz historie
zwigzang zaréwno ze wspomniang wspotpracg jak i pracami badawczymi w Zaktadzie Chemii
Organicznej realizowanymi pod opiekg Prof. Gzelli. W mojej ocenie rozdziat ten jest nieco zbyt
obszerny, aczkolwiek mozna zrozumiec intencje autorki aby przedstawi¢ cel badan w
kontekscie realizowanej w grupie badawczej wspdtpracy oraz wykonanych wczesniej badan
podobnych uktadéw.

Jako gtéwny cel swoich badan, znajdujgcy tez odzwierciedlenie w tytule rozprawy, mgr
Pindela wybrata analize zjawiska tautomerii protonowej aminowo-iminowej 4-fenyloamino-
1,3-tiazol-2(5H)-onu, jego pochodnych oraz zwigzkéw stosowanych jako prekursory w
syntezie — 4-tiokso-1,3-tiazolidyn-2-onu (izorodanina) oraz 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu.
Wybér pochodnych obejmowat podstawienia grupami elektrono-donorowymi (hydroksylowa,
metoksylowg) w pozycjach orto, meta i para oraz elektrono-akceptorowymi
(trifluorometylowa oraz wybranymi halogenami) w meta i/lub para pierScienia fenylowego.
Dobdr tej grupy zwigzkéw zwigzany jest tez z faktem, ze wszystkie te zwigzki cechuje
podatnos¢ na zajscie zjawiska tautomerii protonowej. Pobocznym celem badan byta tez
analiza stereochemii badanych molekut, ktdra wigze sie ze zjawiskiem tautomerii protonowej
aminowo-iminowej oraz badania polimorfizmu krysztatéw badanych zwigzkéw uzyskiwanych
z rozpuszczalnikdw o zrdznicowanej polarnosci.

W rozdziale czwartym mgr Pindela przedstawita warsztat badaweczy, jaki zastosowata
do realizacji zdefiniowanego powyzej celu pracy. W szczegdlnosci skupita sie na preparatyce
krysztatéw do badan rentgenograficznych, parametrach pomiaru dyfrakcyjnego oraz
szczegotach obliczeniowych zwigzanych z rozwigzaniem i udoktadnieniem struktur badanych
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krysztatow. Do badan wykorzystata facznie 17 krysztatéw (wliczajac rézne formy polimorficzne
lub krysztaty pochodzace z odmiennych sSrodowisk krystalizacji). Pomiary wykonywano
gtéwnie w temperaturze 130 K. Wyjatkiem jest polimorf pierwszy zwigzku nr 1, dla ktéorego
pomiary dyfrakcyjne wykonano w temperaturze pokojowej. Opis warunkow
eksperymentalnych  dopetnia  precyzyjne  omodwienie  warunkédw  pomiarowych
eksperymentdéw z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni i Ramana, spektroskopii
elektronowej oraz informacja o zleconych pomiarach metoda spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (*H i 3C NMR). W mojej ocenie przedstawione szczegétowe dane
wykonywanych eksperymentéw sg wyczerpujgce i pozwalajg na odtworzenie i weryfikacje
opisywanych badan.

Rozdziat pigty rozprawy obejmuje obszerne omoéwienie wynikdéw badan strukturalnych
izorodaniny, 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu, 4 fenyloamino-1,3-tiazol-2(5H)-onu i jego
pochodnych, ktdére zaprezentowano w 4 kolejnych podrozdziatach. Przedstawione w
pierwszych dwdch podrozdziatach wyniki badan strukturalnych opublikowane zostaty w
pracach wspétautorskich. Pozycje atoméw wodoru przy atomie azotu N7 wyznaczane byty na
podstawie analizy réznicowej mapy Fouriera i udokfadniane z izotropowym czynnikiem
temperaturowym. Obecno$¢ konkretnej formy tautomerycznej Autorka weryfikowata poprzez
analize schematu wigzan wodorowych oraz metodami spektroskopowymi. Do analizy
oddziatywan miedzyczasteczkowych charakteryzujgcych poszczegdine uktady wykorzystata
analize powierzchni Hirshfelda. Wykonane komplementarne badania metodami spektroskopii
w podczerwieni oraz rozpraszania Ramana wsparte badaniami NMR wybranych ukfadéw,
pozwolity niezaleznie wykazaé obecnos¢ okreslonych form tautomerycznych.

W rozdziale sz6stym Autorka skupifa sie na analizie wptywu polarnosci rozpuszczalnika
(w zakresie momentu dipolowego od 0 do 3,8) na strukture elektronowg wybranych
pochodnych 4-fenyloamino-1,3-tiazol-2(5H)-onu. Badania metodg spektroskopii UV/Vis
przeprowadzita w benzenie (rozpuszczalnik hydrofobowy, niepolarny), metanolu
(rozpuszczalnik protyczny, polarny) i dimetyloformamidzie (rozpuszczalnik aprotyczny,
polarny). Analizy uzyskanych widm doswiadczalnych wsparte obliczeniami kwantowo-
mechanicznymi wykonane metoda TD DFT wykazaty, ze czgsteczki zwigzkéw 2-14 zachowuja
wyjsciowg forme tautomeryczng (aminowg) bez wzgledu na charakter rozpuszczalnika, co
rowniez potwierdza trwatosc¢ tej formy w tej grupie zwigzkow.

W nastepnej czesci Doktorantka przeprowadzita obliczenia kwantowo-mechaniczne
dla 4-fenyloamino-1,3-tiazol-2(5H)-onu (zwigzek nr 3), ktoére uzupetnity wyniki
eksperymentalne analizy zjawiska tautomerii protonowej aminowo-iminowej. Badania te
opisane zostaty w rozdziale si6dmym, gdzie Autorka przede wszystkim skupita sie na analizie
energii aktywacji przejs¢ pomiedzy aminowg a iminowg formg tautomeryczng oraz
przeprowadzita analizy struktury oscylacyjnej dla rozwazanych form tautomerycznych zwigzku
nr 3. Kompleksowe podejscie obliczeniowe dopetnia analiza struktury elektronowej 4-
fenyloamino-1,3-tiazol-2(5H)-onu, okres$lenie parametréw przejs¢ elektronowych oraz
prezentacja schematu orbitali molekularnych dla analizowanych form tautomerycznych (B1-
B5) zwigzku nr 3.
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Rozdziat smy dysertacji mgr Pindeli obejmuje opis wynikéw badan nad przestrzennym
rozktadem substancji czynnej w danej formie tautomerycznej w gotowej postaci leku. Na
badania te ztozyty sie analiza rozktadu przestrzennego sktadnikow tabletki badana przy uzyciu
rozpraszania ramanowskiego, analiza wielkosci ziaren i ich rozktadu przestrzennego oraz
ocena wptywu wielkosci ziaren substancji czynnej i komponentéw pomocniczych na jako$é
produktu leczniczego.

W rozdziale dziewigtym Autorka podsumowata wykonane w ramach rozprawy
badania, podkreslajgc najwazniejsze uzyskane wyniki. Natomiast bardzo szczegétowe wnioski
wyptywajace z przeprowadzonych badan mgr Pindela zawarta w rozdziale dziesigtym.

Kolejne dwa rozdziaty zawierajg streszczenie w jezyku polskim (rozdziat 11) i w jezyku
angielskim (rozdziat 12). W rozdziale czternastym Autorka zamiescita bogaty wykaz literatury
zacytowanej w rozprawie, liczacy bowiem 183 pozycje. Prace zamykajg wykazy rycin oraz tabel
zamieszczonych w rozprawie oraz wykaz dorobku naukowego Autorki.

Zasadniczo, podczas lektury catego manuskryptu nie nasunety mi sie zastrzezenia
dotyczace wybranej przez Autorke metodologii, nie mam tez istotnych uwag krytycznych
dotyczacych uzyskanych wynikéw, ich sposobu prezentacji i interpretacji. Jednak z obowigzku
recenzenta chciatbym poruszy¢ kwestie, ktéra nasuneta mi sie w trakcie lektury rozdziatu
6smego, obejmujgcego istotne, z punktu widzenia farmacji, oszacowania przestrzennego
rozktadu substancji aktywnej wystepujgcej w okreslonej formie tautomerycznej. Autorka
skupita sie tu wytgcznie na wykorzystaniu dostepnych technik spektroskopii FTIR czy
rozpraszania Ramana. Istnieje jednak szereg innych metod fizykochemicznych pozwalajgcych
na przeprowadzenie tego typu dociekan (jak np. mikrodyfrakcja czy mikroskopia IR z
wykorzystaniem promieniowania synchrotronowego). Oczekiwatbym wiec w dyskusji
zaprezentowanych w tym rozdziale wynikow na tle innych badan analizy rozktadu 3D
substancji czynnej i szerszego uzasadnienia motywacji wybranych przez Autorke metod.

Podsumowujgc te cze$é mojej recenzji, chciatbym pokresli¢, ze mgr Pindela, w moje;j
ocenie, zrealizowata zatozone cele badawcze. Trafnie dobrata warsztat badawczy, ktory
wykorzystata do ich realizacji, obejmujgcy zaréwno réine techniki spektroskopowe,
rentgenowskg analize strukturalng oraz techniki obliczeniowe.

W mojej ocenie do gtdwnych osiggnieé pracy nalez zaliczy¢:

- potwierdzenie metodami krystalografii rentgenowskiej, ze badane ukfady to: 4-tiokso-1,3-
tiazolidyn-2-on (zwigzek nr 1), 4-amino-1,3-tiazolidyn-2-on (2), (Z)-4-fenyloamino-1,3-tiazolin-
2-on (3), (Z)-4-(2-hydroksyfenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (4), (Z)-4-(3-hydroksyfenylo)amino-
1,3-tiazolin-2-on  (5), (Z)-4-(4-hydroksyfenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on  (6), (Z)-4-(2-
metoksyfenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (7), (Z)-4-(3-metoksyfenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on
(8), (2)-4-(4-metoksyfenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (9), (Z)-4-(3-trifluorometylofenylo)amino-
1,3-tiazolin-2-on (10), (Z)-4-(4-trifluorometylofenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (11), (Z)-4-(4-
fluorofenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (12), (Z)-4-(4-chlorofenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (13),
(2)-4-(4-brmoofenylo)amino-1,3-tiazolin-2-on (14);
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- niezaleznie od badan rentgenograficznych okresdlenie formy tautomerycznej badanych
zwigzkdow metodami spektroskopowymi, wykazanie duzej trwatosci aminowej formy
tautomerycznej oraz stwierdzenie, ze na zjawisko tautomerii nie ma wptywu wprowadzenie
podstawnikéw w pierscieniu fenylowym;

- analize schematu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, stabilizujgcych okreslong
forme tautomeryczng;

- potwierdzenie przewidywanych form tautomerycznych w oparciu o obliczenia kwantowo-
mechaniczne.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa przedtozona przez mgr Anete Pindele od strony graficznej przygotowana
zostata bardzo starannie, a manuskrypt napisany poprawnym jezykiem fachowym. Jednakze,
co wczesniej wspomniatem, niektére fragmenty pracy s3 w mojej ocenie opisane zbyt
obszernie, co jednak nie umniejsza wartosci naukowej samej rozprawy. Rysunki ilustrujgce
omawiane struktury lub zjawiska zostaty przez Autorke drobiazgowo przygotowane, sg wiec
czytelne i tresciwe. Btedy edytorskie w manuskrypcie (tzw. literéwki) sg raczej nieliczne i nie
obnizajg ogdlnej dobrej oceny pracy.

Podsumowanie

Reasumujac, chciatbym podkreslié, ze mgr Pindela dogtebnie przeanalizowata zjawisko
tautomerii protonowej aminowo-iminowej 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu i jego pochodnych.
Wykorzystata do tego celu szereg komplementarnych metod fizykochemicznych, a badania
przeprowadzita zaréwno dla fazy statej jak i ciektej. Widoczna jest biegtos$é Autorki w doborze
metod badawczych w celu rozwigzania postawionego problemu naukowego. Nie budzi
zastrzezen prezentacja uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacja jak i krytyczna dyskusja.
Czes¢ wynikdéw zostata juz opublikowana lub zaprezentowana na konferencjach naukowych,
uwazam jednak, ze pozostate wyniki w petni zastuguja na publikacje w dobrych czasopismach
branzowych.

W podsumowaniu stwierdzam wiec, ze przedstawiona przez mgr Anete Pindele
rozprawa doktorska “Badania zjawiska tautomerii protonowej aminowo-iminowej i
stereoizomerii w pochodnych 4-amino-1,3-tiazol-2(5H)-onu” spetnia wszystkie ustawowe
wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora oraz wymagania
zwyczajowe. Przedktadam tedy wniosek do Rady Dyscypliny Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im Karola Marcinkowskiego o dopuszczenie mgr Anety Pindeli do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Maciej Kozak
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