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4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.)

4.1 Tytul osiagniecia naukowego

Badanie struktur wybranych produktoéw naturalnych i wptywu ich modyfikacji na

aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza.

4.2 Wykaz artykulow naukowych wchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej

Osiagnigciem naukowym bedacym podstawg postgpowania habilitacyjnego jest cykl 8
publikacji naukowych (H1-H8). Praca H1 jest wynikiem realizacji grantu ,,JUVENTUS
PLUS” 0366/1P3/2013/72, ktorego bytem kierownikiem. Publikacje naukowe wchodzace w
sktad niniejszego cyklu zostaty zestawione w kolejno$ci omawianej w autoreferacie, a nie
zgodnie z rokiem ich wydania. Kopie prac HI-H8 stanowiacych cykl publikacji, jak rowniez
oswiadczenia wspdlautoréw opisujace ich indywidualny, merytoryczny udziat w powstaniu

tych prac stanowig odpowiednio zatacznik nr 5 oraz 6.
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Wspotczynnik wptywu Punkty
(IF) wg bazy JCR MNiSW**

nr publikacja
5-

rok wydania .
y letni***

Pyta K.*, Blecha M., Janas A., Klich K., Pecyna
P., Gajecka M., Przybylski P.

»Synthesis, structure and  antimicrobial
evaluation of a new gossypol triazole conjugates
functionalized with aliphatic chains and
benzyloxy groups”

Bioorg. Med. Chem. Lett, 26 (17), (2016), 4322-
4326

DOI: 10.1016/j.bmcl.2016.07.033, link

H1 | M6j udziat polegal na zaprojektowaniu 2.454 2,6 70
i opracowaniu metod syntezy nowych ’
pochodnych gossypolu, charakterystyce
spektroskopowej  otrzymanych  zwigzkow,
opracowaniu 1 wzigciu udzialu w wykonaniu
testow sprawdzajacych poziom ergosterolu w
grzybach, bratlem udziat w pisaniu manuskryptu i
suplementu, bylem odpowiedzialny za proces
recenzji.

Przybylski P.*, Pyta K., Klich K., Schilf W.,
Kamienski B.

,,3C and "N CP/MAS, 'H-">N SCT CP/MAS and
FTIR spectroscopy as tools for ualitative
detection of the presence of zwitterionic and
nonionic  forms of ansa-macrolide  3-

formylrifamycin SV and its derivatives in solid
H2 | state” 1,179 1,8 40

Magn. Reson. Chem. 52 (1-2), (2014), 10-21
DOI: 10.1002/mrc.4028, link

Bratem udzial w opracowaniu koncepcji pracy
1 pisaniu  manuskryptu, przygotowalem
suplement, bratem udzial w charakterystyce
spektroskopowej zwiazkow i dyskusji wynikow.

Pyta K., Klich K., Domagalska J., Przybylski,
p.*

HStructure and evaluation of antibacterial and
antitubercular properties of new basic and
heterocyclic 3-formylrifamycin SV derivatives
obtained via 'click chemistry' approach”

Eur. J. Med. Chem. 84,(2014), 651-676
DOI: 10.1016/j.ejmech.2014.07.066, link

H3 3,447 6,5 200

Bralem udzial w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
opracowatem metode syntezy pochodnych



https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2016.07.033
https://doi.org/10.1002/mrc.4028
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2014.07.066
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i uczestniczylem w otrzymaniu pochodnych
triazolowych 1 heterocyklicznych, wykonatem
testy reakcji cykloaddycji Huisgena, bralem
udziat w charakterystyce spektroskopowe;j
zwigzkow 1 dyskusji wynikow w tym analizie
SAR.

H4

Czerwonka D., Domagalska J., Pyta K.,
Kubicka M.M., Pecyna P., Gajecka M.,
Przybylski P.*

»tructure-activity relationship studies of new
rifamycins containing l-amino acid esters as
inhibitors of bacterial RNA polymerases”

Eur. J. Med. Chem., 116, (2016), 216-221
DOI: 10.1016/j.ejmech.2016.03.061, link

Bralem udzial w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
bralem udziat w charakterystyce
spektroskopowej zwiazkow i dyskusji wynikow.

4,519

6,5

200

HS

Pyta K., Janas A., Szukowska M., Pecyna P.,
Jaworska M., Gajecka M., Bartl F., Przybylski
pP.*

»Synthesis, docking and antibacterial studies of
more potent amine and hydrazone rifamycin
congeners than rifampicin”

Eur. J. Med. Chem., 167, (2019), 96-104
DOI: 10.1016/j.ejmech.2019.02.009, link

Bralem udzial w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
uczestniczylem w otrzymaniu i oczyszczaniu
pochodnych, bralem udziat w charakterystyce
spektroskopowej zwiazkow 1 dyskusji wynikow
w tym analizie SAR. Bytem odpowiedzialny za
przygotowanie suplementu.

5,573

6,5

200

Heé

Pyta K., Przybylski P.*, Bartl, F.

»~Regioselective long-range proton transfer in
new rifamycin antibiotics: A process in which
crown ethers act as stronger bronsted bases than
amines”

ChemPhysChem, 16 (5), (2015), 938-942
DOI: 10.1002/cphe.201402892, link

Bratem udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
uczestniczylem w otrzymaniu i oczyszczaniu
pochodnych, bralem udziat w charakterystyce
spektroskopowej zwiazkow 1 dyskusji wynikow
przygotowywatem  zwiazki do  analizy

3,138

3,0

100



https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.03.061
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.02.009
https://doi.org/10.1002/cphc.201402892
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i wykonywatem widma FT-IR. Bylem
odpowiedzialny za przygotowanie suplementu.

H7

Przybylski P.*, Pyta K., Czerwonka D.,
Kubicka M.M., Gajecka, M.

»The effect of complexation of 3-
formylrifamycin SV macrocyclic  ether
derivatives with metal cations and small nitrogen-
containing organic molecules on antibacterial
activity against S. aureus and S. epidermidis”

Bioorg. Med. Chem. Lett. 25 (18), (2015), 3903-
3909

DOI: 10.1016/j.bmcl.2015.07.043, link

Bralem udzial w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
uczestniczylem w otrzymaniu i oczyszczaniu
pochodnych, bralem udziat w charakterystyce
spektroskopowej zwiazkow 1 dyskusji wynikow
w tym analizie SAR, przygotowywatem zwigzki
do analizy i wykonywatem widma FT-IR. Bytem
odpowiedzialny za przygotowanie suplementu.

2,486

2,6

70

HS

Pyta K., Janas A., Skrzypczak N., Schilf W.,
Wicher B., Gdaniec M., Bartl F., Przybylski P.*

»dpecific  Interactions between Rifamycin
Antibiotics and Water Influencing Ability To
Overcome Natural Cell Barriers and the Range of
Antibacterial Potency”

ACS Infectious Diseases Article 5(10), (2019),
1754-1763

DOI: 10.1021/acsinfecdis.9b00176, link

Bralem udzial w opracowaniu koncepcji pracy,
pisaniu manuskryptu i w procesie recenzji,
bralem udziat w charakterystyce
spektroskopowej zwigzkoéw 1 dyskusji wynikow,
przygotowywalem  zwigzki do  analizy
i wykonywatem widma FT-IR. Bylem
odpowiedzialny za przygotowanie suplementu.

4,614

51

100

Srednia warto$¢ /publikacje

3,426

4,325

122,5



https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2015.07.043
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.9b00176
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Dane naukometryczne — stan na wrzesien 2023 roku

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) dla czasopism, w ktorych ukazaty si¢

27,41
prace H1-H8
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IFs.uni) dla czasopism, w ktorych ukazaty 34.6
sie prace H1-H8 (w 2022 roku) wg bazy JCR ’
Sumaryczna liczba punktow, w ktorych ukazaty si¢ prace H1-H8 na podstawie 980
wykazu czasopism punktowanych przez MNiSW (za 2023 rok)
Ogodlna liczba prac naukowych w ktdrych jestem wspodtautorem z listy JCR 40
Indeks Hirsha wg bazy Web of Science 13
Sumaryczna liczba cytowan wg bazy Web of Science 758
Liczba cytowani bez autocytowan wg bazy web of Science 673

4.3 Omoéwienie najwazniejszych osiagnie¢ zawartych w publikacjach stanowiacych

podstawe postepowania habilitacyjnego

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna pod tytulem: ,,Badanie struktur wybranych
produktow naturalnych i1 wptywu ich modyfikacji na aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i
przeciwgrzybicza” obejmuje cykl 8 prac (H1-H8) opublikowanych po nadaniu stopnia
naukowego doktora. Pierwsza z nich (H1) opisuje wptyw modyfikacji naturalnego
biseskwiterpenu — gossypolu na aktywno$¢ przeciwgrzybicza tej grupy zwiazkoéw oraz rzuca
$wiatto na ich mechanizm dziatania na grzyby. W pracy H2 przedstawione zostaty wyniki,
ktore ukazujg, ze rifampicyna (Rif) moze wystgpowac w ciele statlym w postaci réoznych form
struktur, co moze mie¢ wptyw na proces oznaczania tych antybiotykéw w sposob ilosciowy
jak 1 jakosciowy. W pracach H3-H7 zostaly zaprezentowane wyniki badan
eksperymentalnych obejmujace syntez¢ nowych analogéw rifampicyny oraz korelacje ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej ze strukturami otrzymanych pochodnych. Z kolei w pracy H8
zostaly opisane rownowagi konformacyjne, ktére mozna zaobserwowa¢ w grupie zwigzkow
ansamycynowych 1 wykazana zostala kluczowa rola czasteczek wody w stabilizacji tych

struktur.

W niniejszym opracowaniu nie zostalo zawarte pelne omodwienie wszystkich
uzyskanych wynikéw, stanowi ono zwiezta charakterystyke 1 przedstawia obszar
eksperymentalny badan oraz dotyczy merytorycznego ujecia kluczowych osiagnigé
spetniajacych kryterium nowosci naukowej. Wszelkie szczegdly metodologiczne, dane

liczbowe (w tym z badan krystalograficznych, biologicznych i teoretycznych), rysunki, tabele,
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widma itd. zawarte s3 w zatgczonych publikacjach oraz w materiatach uzupetiajacych, ktore
stanowig zatacznik 7. Prace wchodzace w sktad rozprawy habilitacyjnej oznaczono
symbolami [H1-H8], a pozostale cytowane publikacje zostaly ponumerowane wedtug
kolejnosci ich wystepowania i zamieszczone jako ,,Spis cytowanej literatury” w dalszej czgsci
autoreferatu. Wykaz uzytych skrotow wraz z ich wyjasnieniem znajduje si¢ z kolei w

podrozdziale 4.3.4.

4.3.1 Synteza i aktywnos¢ przeciwnowotworowa nowych pochodnych gossypolu —
wstep, cel pracy i omowienie najwazniejszych osiagnie¢¢ (H1)

Gossypol (Schemat 1) jest biseskwiterpenem o interesujacych witasciwosciach fizyko-
chemicznych i obiecujacej aktywnos$ci biologicznej.! Ze wzgledu na obecnos$é sprzezonej
grupy aldehydowej z uktadem polifenolowym zwigzek ten moze wystgpowaé w postaci trzech
tautomeroéw: aldehydowo-aldehydowego, laktolowo-laktolowego oraz ketolowo-ketolowego
(Schemat 1).! Z kolei z powodu zahamowanej rotacji wokot wigzania C(2)-C(2") czasteczka
gossypolu na skutek zjawiska zwanego atropoizomerig moze wystepowa¢ w postaci dwoch

enancjomeréow o roéznej aktywnoéci biologicznej.!?

O tym jak wielki potencjat
farmakologiczny wykazuje gossypol doskonale $wiadczy liczba ponad dwoch tysiecy
publikacji naukowych donoszacych o mozliwosci zastosowania tego zwiazku, jak i jego
pochodnych — zasad Schiffa w farmacji 1 medycynie. Gossypol jest potencjalnym lekiem

antykoncepcyjnym dla mezczyzn, gdyz powoduje czasowa bezptodno$é u mezczyzn.’

Gossypol Zaady Schiffa gossypolu

enamina-enamina

imina-imina

ketol-ketol laktol-laktol

Schemat 1 Struktura i formy tautomeryczne gossypolu i jego zasad Schiffa.
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Wykazuje on takze znakomite wlasciwosci antynowotworowe,® a takze dziatanie
antymalaryczne’. Jest takze potencjalnym lekiem zwalczajagcym wirusa HIV, a mechanizm
tego dziatania jest zwigzany z inhibicja odwrotnej transkryptazy wirusa HIV.%” Badania nad
syntezg 1 potencjalnym zastosowaniem zasad Schiffa i hydrazonéw gossypol w farmacji i
rolnictwie, w ktorych bratem udziat, wykazaty, ze tego typu pochodne wykazujg dzialanie
zarébwno przeciwbakteryjne® jak i przeciwgrzybicze’. Najbardziej obiecujagce wyniki
otrzymano w przypadku badan przeciwgrzybiczych na grzyby z rodziny Fusarium.’ Grzyby
te sg prawdziwg ,,zmorg” rolnikdw i1 sadownikow, poniewaz sg one odpowiedzialne w
znacznym stopniu za niszczenie upraw. Pochodne gossypolu wykazywaty duzo wyzsza
aktywno$¢ przeciwko tym grzybom — widocznie hamujac ich wzrost, w porownaniu do
samego gossypolu.” Z kolei w przypadku badan przeciwbakteryjnych okazato sie, ze
pochodne zawierajgce w swojej strukturze podstawniki heteroaromatyczne charakteryzujg si¢
wyzsza aktywnoécig przeciwbakteryjng niz gossypol.® Mimo tak szerokiego spektrum
aktywnos$ci biologicznej, gossypol ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ nie moze by¢
stosowany jako lek, a za toksyczno$¢ czasteczki gossypolu odpowiedzialna jest obecnos¢

dwoch grup aldehydowych zdolnych do wiazania z biatkami i enzymami (Schemat 1).!°

Do czasu publikacji pracy H1 opisano w literaturze wiele zasad Schiffa, hydrazonow i
oksymow gossypolu jednakze w tej bibliotece zwigzkéw nie byto pochodnych zawierajacych
koniugaty pochodnych gossypolu z ukladami triazolowymi.! Uktady triazolowe znane s3 z
whasciwosci przeciwgrzybicznych,'!1? a zatem potaczenie szkieletu czasteczki gossypolu z
grupg triazolowa mogto wptyna¢ na ich wzajemng kooperacj¢ i w znaczny sposob wptynaé
na wlasciwosci przeciwgrzybicze nowych pochodnych gossypolu. W celu otrzymania nowych
koniugatéw enaminowych gossypolu z uktadami triazolowymi podstawionymi grupami
alifatycznymi 1 aromatycznymi chciatem najpierw otrzymacé zasady Schiffa gossypolu z
wybranymi aminami zwierajgcymi ugrupowanie propargilowe lub azydkowe (Schemat 2).
Nastepnie grupy te mialy zostaé wykorzystane do przeprowadzenia reakcji 1,4-dipolarne;
cykloaddycji Huisgena, ktora prowadzitaby do otrzymania pozadanych zwigzkow (G3-G11).
Niestety, o ile pierwszy etap przebiegt pomyslnie, o tyle problem pojawit si¢ na etapie proby
otrzymania ukladéw triazolowych. Zwigkszenie ilosci katalizatora oraz wydluzenie czasu
reakcji nie dawato satysfakcjonujacych rezultatéw. Obecnos¢ w strukturach zwiazkow G1 i
G2 aminowego atomu azotu 1 atomow tlenu w pozcycjach C(1) i C(1") sprzyjata tworzeniu

kompleksu z kationami miedzi Cu" i w ten sposob uniemozliwiala utworzenie stanu
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Schemat 2 Strategie syntetyczne majgce prowadzi¢ do otrzymania nowych zasad Schiffa gossypolu zawierajgcych uktad
triazolowy.

przejsciowego w reakcji cykloaddycji. Z tego powodu musiata ulec zmianie strategia
otrzymywania triazolowych koniugatow gossypolu na przeprowadzenie reakcji dipolarnej
cykloaddycji Huisgena przed polaczeniem calego szkieletu aminowo-triazolowego z
gossypolem (Schemat 2). W tym celu uzyte zostaty odpowiednie bromki ftalimidowe, ktore
najpierw zostaly przeksztalcone w odpowiednie azydki, nastgpnie wprowadzona grupa
funkcyjna zostala przeksztatlcona w ugrupowania triazolowe zawierajace wybrany
podstawnik. Kolejnym krokiem bylo odblokowanie grupy aminowej i docelowa rekcja
kondensacji z czasteczka gossypolu. Otrzymane w ten sposéb aminowe pochodne gossypolu
G4-G11 zostaly przebadane spektroskopowo w celu potwierdzenia ich struktury i poddane

testom na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza.

Testy wykonane na wybranych szczepach bakteryjnych ukazaly, ze tylko gossypol
wykazywat aktywno$¢ na poziomie 16 pg/ml dla niemal wszystkich szczepdw bakterii Gram-
dodatnich. Z otrzymanych pochodnych jedynie ta zawierajagca w swojej strukturze najkrotszy

alkilowy podstawnik (etylowy) przy uktadzie triazolowym G4 wykazywala aktywno$¢ na
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poziomie 256 pg/ml na szczepy bakterii Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
i Streptococcus pneumoniae. Z kolei, wyniki uzyskane w testach aktywnosci
przeciwgrzybiczej, w poréwnaniu do wynikow z testow aktywno$ci przeciwbakteryjnej,
wykazaty nieco wigksze zréznicowanie (Tabela 1). W przypadku trzech szczepdéw grzybow:
Aspergillus brasiliensis, Aspergillus fumigatus 1 Trichophyton mentagrophytes uzyskane
warto$ci MIC (w wiekszosci przypadkow 256 ng/ml) wskazaty, ze grzyby te sa czgsciowo
wrazliwe na dzialanie otrzymanych pochodnych gossypolu (G4, G6-G10), jednak nalezy
wzig¢ pod uwagg, ze tylko w dwoch przypadkach ich aktywno$¢ byta na poziomie MIC = 128
ug/ml. Nieco inaczej sytuacja wygladata dla szczepu Rhizopus stolonifer, gdyz w przypadku
poddania go na dziatanie zwigzku G10 jego wrazliwo$¢ na ten zwigzek byta wyzsza (MIC =
64 pg/ml) (Tabela 1). Najciekawsze wyniki zostaty jednak uzyskane dla grzybow z rodzaju
Fusarium oxysporum, ktére zostalty wyizolowane z kapusty i pomidoréw. Na szczegdlng
uwage zastuguja zwiazki G10 1 G11 (z uktadami benzyloksylowymi), dla ktérych wartosci
MIC wyniosty 16 pg/ml i byly one rowne tym uzyskanym dla $rodka przeciwgrzybiczego

jakim jest mikokonazol (Tabela 1).

Tabela 1 Zestawienie testéw aktywnosci przeciwgrzybiczej i wartosci logP dla gossypolu i jego pochodnych G4-G11.
artosci MIC podane sgw pg/mL.

Aspergillus  Aspergillus  Trichophyton — Rhizopus  Fusarium  Fusarium  Fusarium  logP
brasiliensis fumigatus mentagrophytes  stolonifer — acuminatum  oxysporum — 0Xysporum cale™
Szczep grzyba fsp. betae fsp.
ATCC ATCC ATCC 9533 ATCC ATCC Iycopersici
16404 204305 56227b 46651
Zwiazek
gossypol 256 256 128 128 128 32 32 6,68
G4 256 256 256 128 256 64 64 7,30
G5 - - - - - 64 64 7,84
Go6 256 256 256 128 256 64 64 8,35
G7 256 256 256 128 256 64 64 8,67
G8 256 256 256 128 256 64 64 8,89
GY 256 256 256 128 256 64 64 9,09
G10 128 256 256 64 128 16 16 8,25
G11 16 16 8,60
miconazole - - - - - 16 16 5,72
*logPcac — warto$ci  obliczone w  Molinspiration property engine v2013.0,

http://www.molinspiration.com/.

11


http://www.molinspiration.com/

Zatacznik 3A — autoreferat dr Krystian Pyta

Istotnym elementem pracy H1 byto ustalenie/wskazanie potencjalnego enzymu lub
procesu podatnego na dziatanie tych zwigzkow bezposrednio wptywajacego na zaburzenie
prawidlowego rozwoju grzyboéw. Z doniesien literaturowych wiadomo, ze gossypol zaburza
przemian¢ kortyzonu w  kortyzol poprzez inhibicje dehydrogenazy 11-beta-
hydroxysteroidowej.!*!'* Z drugiej strony wiadomo, ze w przypadku grzybow wiele
czynnikdw przeciwgrzybiczych zaburza metabolizm steroli, miedzy innymi flukonazol.!>!¢ Z
tego powodu zostala postawiona hipoteza, ze by¢ moze aktywno$¢ przeciwgrzybicza
gossypolu oraz jego triazolowych pochodnych zwigzana jest z inhibicja biosyntezy
ergosterolu. Sprawdzenie tej hipotezy polegato na wykonaniu badan majacych na celu
okreslenie wptywu wybranych zwigzkdéw na poziom ergosterolu w komodrkach grzyboéw (mg
na 1g wysuszonych grzybow). Analiza wykonanych testow dla szczepdw Rhizopus stolonifer
1 Fusarium acuminatum poddanemu dzialaniu gossypolu i pochodnej G10 ukazata, ze dla
trzech niezaleznych pomiarow ilo$¢ ergosterolu w czasie malata, co wskazuje, ze aktywnos$¢
przeciwgrzybicza gossypolu i jego pochodnych byla zwigzana z zaburzeniem biosyntezy

ergosterolu w komorkach grzybéw (Rysunek 1).

(a) (b)
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Rysunek 1 llo$¢ ergosterolu [mg/1 g suchej masy grzybow], produkowana pod wptywem gossypolu i G10, a) dla R. stolonifer;
b) F. acuminatum.
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4.3.2 Rifampicyna i jej aminowe analogi - wstep, cel pracy i oméwienie

najwazniejszych osiagni¢¢

Rifampicyna (Rif, RMP) nalezy do grupy antybiotykow ansamycynowych, ktorych
nazwa pochodzi od charakterystycznej budowy ich czasteczek (Schemat 3).!7 W strukturze
tych antybiotykéw wyr6ézni¢ mozna aromatyczny rdzen i dtugi tancuch alifatyczny (most
ansamycynowy), taczacy rdzen przez niesgsiadujace atomy wegli (uktadu aromatycznego),
dzigki czemu czasteczka wyglada jak ,,uchwyt” (latynoskie ,,ansa” = angielskie ,.handle”)
(Rysunek 2a). Struktura taka jest stosunkowo sztywna, co wplywa na unikalne wtasciwosci
chemiczne, w tym mozliwo$¢ wystepowania zjawiska diastereoizomerii przez roézne
usytuowanie ,,mostu ansamycynowego” wzgledem pier§cienia aromatycznego i specyficzng

aktywnos¢ biologiczng — szczegdlnie przeciwbakteryjna.

Rifampicyna jest potsyntetycznym antybiotykiem ansamycynowym o bardzo
szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Jej mechanizm dziatania polega na blokowaniu
bakteryjnej polimerazy RNA zaleznej od DNA (RNAP) (Rysunek 2b i d), a jednym z
kluczowych elementéw strukturalnych odpowiedzialnym za efektywne oddzialywanie
antybiotyku z RNAP jest orientacja grup hydroksylowych mostu ansamycynowego®’. W
przypadku tego elementu strukturalnego kluczowa jest orientacja dwoch —grup
hydroksylowych O(21)H i O(23)H, ktére musza by¢ skierowane na ,,zewnatrz”, gdyz tylko w

ten sposob mozliwe jest zrealizowanie wigzan wodorowych kluczowych w stabilizacji Rif w

) AR o 5
ciagd O o4 cio ™

RiflCH,CCl, Rif/CH,OH/H,0

Schemat 3 Struktura jonowa i niejonowa Rif oraz jej struktury krystalograficzne otrzymane w roztworze CH;Cl; i CH;0H.18
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Rysunek 2 a) Przyktadowa budowa zwigzkéw ansamycynowych na przyktadzie 3-formylorifamcyny SV.27; b) Struktura
kompleksu rifampicyna — bakteryjna polimeraza RNA.2% c) mozliwe utozenia grup hydroksylowych i fenolowych wzgledem
siebie; model wigzania Rif z RNAP Thermus aquaticus?’.

miejscu wigzagcym RNAP (Rysunek 2c). Rifampicyna w ten sposob blokuje poprawnag
ekspresje gendéw w komorkach bakterii uniemozliwiajac ich wtasciwy rozwoj, a na podstawie
wielu badan dowiedziono, Ze antybiotyk ten hamuje proces transkrypcji na jego poczatkowym
etapie’!?2. Jest to lek pierwszego wyboru w przypadku powaznych przypadkéw klinicznych
wywotanych przez pratki gruzlicy, atypowe i tradu, Rif jest rowniez stosowana w stanach
septycznych wywotanych przez rozne patogeny.'® Problem z zastosowaniem tego antybiotyku
polega na jego stosunkowo wysokiej hepatotoksyczno$ci oraz mechanizmach obronnych
wyksztalcanych przez bakterie, ktore prowadza do lekoopornosci. Jednym z mechanizmow
obronnych prowadzacych do uodparniania si¢ szczepow bakterii na ten antybiotyk jest
modyfikacja struktury polimerazy RNA przez podstawienie niektérych aminokwasow
wchodzacych w skltad miejsca wigzania czasteczek inhibitoréw. Innym sposobem
uodparniania si¢ bakterii sg réznego rodzaju modyfikacje chemiczne struktury tego
antybiotyku.?® Z tego powodu poszukuje sie jego nowych analogéw odpornych na procesy

dezaktywacji prowadzone przez bakterie.
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Bakterie uodparniajg si¢ na Rif miedzy innymi przez hydrolize wigzania
hydrazonowego, co wskazuje na jego istotng role przy wigzaniu si¢ z RNAP. Celem
omawianych prac byto otrzymanie, na drodze reakcji aminowania redukcyjnego, nowych
aminowych analogéw rifampicyny zawierajacych w swojej strukturze zréznicowane grupy
funkcyjne. Podlaczenie podstawnika przy atomie wegla C(3) poprzez ugrupowanie aminowe
skutkowato brakiem podatnosci na hydroliz¢ prowadzong przez bakterie. Waznym bylo
réwniez ustalenie struktur aminowych analogéw Rif w réznych rozpuszczalnikach i ich
poroéwnanie ze strukturg Rif. Analiza wynikéw badan aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w
potaczeniu z informacjami dotyczacymi struktury tej grupy pochodnych miata na celu

ustalenie zaleznos$ci struktura-aktywnosci (SAR) dla tego typu ansamycyn.

Pomimo tego, ze struktura Rif byla znana od wielu dziesigcioleci, to do czasu
opublikowania, w roku 2012, przez nasz zesp6t badawczy wynikéw odnosnie mozliwosci

18.24 nie byto

wystepowania tego antybiotyku w dwoch formach w roztworze jak i ciele statym,
zadnych wzmianek w literaturze na ten temat. W pracach tych wykazano, ze w roztworach
aprotycznych 1 przy krystalizacji Rif z takich roztworéw antybiotyk tek wystepuje w formie
niejonowej (Schemat 3). Natomiast w roztworach protycznych 1 przy wykorzystaniu takich
roztworow do krystalizacji Rif zachodzi przeniesienie protonu z grupy fenolowej O(8)-H na
piperazynowy atomom azotu N(43) ugrupowania hydrazonowego, co implikuje, ze Rif
wystepuje w formie zwiterjonowej (Schemat 3). Fakt ten, ma kluczowe znaczenie w
stabilizacji antybiotyku w miejscu wigzacym bakteryjnej polimerazy RNA. Obecnos¢
protonowanego atomu azotu N'(40)-H umozliwia dodatkowg stabilizacje Rif, w trakcie

tworzenia kompleksu z RNAP, dzigki utworzeniu oddzialywania z ujemnie naladowanag reszta

konserwatywnego glutaminianu E4ss (Rysunek 2d).
4.3.2.1 Omowienie pracy H2

Biorgc pod uwage mozliwo$¢ wystgpowania Rif w dwoch formach w roztworze
(niejonowej 1 jonowej) ciekawym bylo zbadanie, czy w ciele statym te dwie formy Rif
réwniez beda obserwowane w badaniach CP/MAS/NMR. Do czasu publikacji wynikéw w
pracy H2 w literaturze byly opisane badania NMR Rif w ciele stalym, ale autorzy w tych
badaniach nie zwrécili uwagi na mozliwo$¢ wystepowania tego zwiazku w dwoch formach?’
lub jakos$¢ wykonanych widm NMR w ciele stalym nie byta wystarczajaca do wyciggniecia

konstruktywnych wnioskéw?®. Do badania struktur farmaceutykow w ciele statym doskonale
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nadaje si¢ nowoczesna technika spektroskopowa CP/MAS/NMR.?? W pracy H2 do

Schemat 4 Schemat syntezy aminowych analogdw Rif.

ustalenia struktur w ciele statym 3-formylorifamycyny SV (Ral), Rif i czterech aminowych
pochodnych Ral (Schemat 4) zostalty wykorzystane techniki spektroskopowe *C i °N
CP/MAS oraz FT-IR. Wyniki te nastgpnie zostaty uzyte w celu sprawdzenia ich mozliwego

wykorzystania w analizie jakosciowej Rif w ciele statym.

W strukturze Ral obecny jest tylko jeden atom azotu N(2) jednak ze wzgledu na charakter
chemiczny (laktam) nie moze on uczestniczy¢ w wewnatrzczasteczkowym przenoszeniu
protonu z grupy fenolowej O(8)H, zatem ta czasteczka byta idealnym punktem odniesienia
dla formy niejonowej rifamycyn w badaniach CP/MAS. Z kolei aminowe analogi Rif w
roztworze, niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika, wystepowaty w formie zwitterjonowej z
protonowanym atomem azotu N'(38)-H i uktadem fenolanowym w pozycji C(8) rdzenia
naftalenowego, byly bardzo dobrym modelem do obserwacji formy jonowej rifamycyn w
ciele statym. Z wcze$niejszych badan wiadomo, ze krystalizacja Rif z rozpuszczalnikow
aprotycznych pozwala uzyska¢ krysztaty, w ktorych antybiotyk ten wystepuje wytacznie w
formie niejonowej, podczas gdy krystalizacja z uktadow protycznych prowadzi do uzyskania
w ciele statym formy jonowej.'®* W tym miejscu nalezy podkreslié, ze w strukturach
krystalograficznych obecne sg czasteczki rozpuszczalnikoéw 1 swoja obecnoscia stabilizuja

odpowiednie formy Rif, co wigcej wiadomo, Ze obie formy Rif moga ulega¢ wzajemnym
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Rysunek 3 Poréwnanie fragmentow widm 13C CP/MAS dla Ral, Rif-A (proszek z krysztatéw z CHsCls), Rif-B (proszek z
krysztatow z CH30H) i pochodnej 6-B.

przeksztatceniom w siebie miedzy innymi poprzez przenoszenie omawianego zwigzku z
koniecznos$¢ przeksztatcenia obu typow krysztaldéw w proszek (do pomiarow CP/MAS) nie
spowoduje zmiany formy jonowej w stosunku do wyjsciowych krysztalow Rif. Analiza
wynikow uzyskanych w widmach CP/MAS dowiodta, ze w przypadku Ral i proszku Rif
uzyskanego z krysztalow w CH3Cl3 grupa karbonylowa C(11)=0 zachowuje swoj charakter
nienasycony poniewaz czesto$¢ rezonansowa dla tego atomu wegla w obu widmach 3C NMR
wynosita powyzej 195 ppm (Rysunek 3a i b). Rowniez pozostate sygnaty od grup
karbonylowych w widmach *C CP/MAS notowane byly przy podobnych wartosciach
przesuni¢cia chemicznego. Dane uzyskane z eksperymentow NMR w ciele stalym pokrywaja
sie z tymi uzyskanymi dla zarejestrowanego widma '3C NMR Rif w niepolarnym
rozpuszczalniku — CDCI; (Tabela 1 w pracy H2). Sytuacja wyglada inaczej w przypadku
pomiaréw widm 3C NMR w ciele statym dla proszku uzyskanego z krysztatow Rif w
metanolu 1 aminowych analogow Rif i jest ona analogiczna do wynikow obserwowanych w
widmie 3C NMR Rif wykonanym w roztworze CD;OD (Tabela 1 w pracy H2). W tych
przypadkach brak jest charakterystycznego sygnalu od ketonowego atomu wegla C(11)
powyzej 195 ppm (Rysunek 3c i d). Sygnat ten w omawianych przypadkach jest silniej
ekranowany 1 widoczny ponizej 190 ppm, z kolei warto$¢ rezonansowa dla atomu wegla C(8)
jest wyzsza 1 ma to zwigzek z efektem odstaniajagcym zwigzanym z silnym zjawiskiem
rezonansu migdzy grupa fenolanowa C(8)O™ a grupa karbonylowa C(11)O (Schemat 5).
Podobne roznice widoczne sg niemal w catym zakresie spektralnym, co jest rowniez widoczne
w wartoéciach przesunie¢ chemicznych zarejestrowanych dla atoméw azotu w widmach '°N

CP/MAS/NMR (Tabela 2). Szczego6lnie istotne z punktu widzenia procesu przeniesienia
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Tabela 2 Wartosci przesunie¢ chemicznych w ciele statym >N NMR dla Ral, Rif-A (proszek z krysztatéw z CH3Cls), Rif-B
(proszek z krysztatéw z CH30H) i pochodnej 6-B.

Atom Ral Rif-A Rif-b 6-(H2) 6-(H2) + KOH
azotu CP/MAS CP/MAS CP/MAS CP/MAS CP/MAS
(proszek) (krysztat Rif z (krysztat Rif z (proszek) (proszek)
CH;Cls CH;0H
N15 -250,7* -241,4* -248,3%* -252.2% -257,4%
N38 - -42.3 -32,3 -331,1* -338,4*
N39 - -253,4 -261,8 --- ---
N43 --- -343,4 -336,1%* --- -—-
* Sygnaty obserwowane w eksperymencie 'H-'SN SCT CP/MAS

Schemat 5 Zjawisko rezonansu w strukturach jonowych rifamycyn na przyktadzie

protonu sg wartosci przesuni¢¢ chemicznych zarejestrowane dla atomu azotu N(43), dla

ktorego warto$¢ rezonansowa po protonacji jest wyzsza o 7,3 ppm 1 potwierdza

zlokalizowanie na tym atomie azotu N(43) protonu przeniesionego z grupy fenolowej O(8)H

w formie jonowej Rif. Potwierdzeniem powyzszego stwierdzenia jest eksperyment wykonany

dla jednej z pochodnych aminowych Ral, dla ktorej po deprotonacji atomu azotu N(38)

dochodzi do obnizenia czestosci rezonansowej o okoto 7 ppm. Roéznice te sg roéwniez

doskonale widoczne w widmach FT-IR, w ktorych dla form jonowych obserwowane jest

przesunigcie si¢ pasma rozciggajacego v(C=0) dla grupy karbonylowej C(11)=0 w kierunku

nizszych czestosci, ktore naktada si¢ z drganiem rozciggajacym od grupy C(8)=0O (Fig. 3 w
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pracy H2). Widoczne jest rOwniez charakterystyczne pasmo od drgan deformacyjnych §(N*-
H) przy okoto 1680 cm™'. Wykazano zatem, ze posta¢ widm Rif rejestrowanych w ciele statym
jest zalezna od sposobu oczyszczania tego antybiotyku (sposobu krystalizacji, ktory jest
niezwykle istotny ze wzgledu na kontrolowanie procesu syntezy tego leku oraz sprawdzanie
jego czystosci). Warto w tym miejscu podkresli¢ na réznice w potozeniu pasm absorpcji w
widmach FT-IR, jak i sygnatéw w widmach NMR dla obu form Rif. R6znice, o ktéorych mowa
sa na tyle duze, ze w przypadku Rif jak i innych antybiotykow z tej grupy zwiazkow, nalezy
zwracac szczegbdlng uwage na mozliwo$¢ wystepowania tych zwigzkow w wielu formach
strukturalnych. Pomini¢cie tego faktu moze skutkowac btedng analiza, na przyktad preparatu
zawierajacego ten zwigzek, lub odrzuceniem jakiej$ porcji antybiotyku ze wzgledu na roznice
spektroskopowe w ciele statym. Doskonatym przyktadem jest nasza obserwacja, pokazujaca
ze dla Rif zakupionej z jednego zrddta ale z r6znych serii opakowan odnotowalismy odmienne
obrazy spektroskopowe w ciele statym. W jednych opakowaniach znajdowata si¢ Rif w
formie niejonowej, natomiast w innym opakowaniu byta zawarta mieszanina formy jonowe;j

i niejonowej Rif sugerujace ,,zanieczyszczenie” (Rysunek 4).
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Rysunek 4 Fragment widma!3C NMR w ciele statym, 33N NMR w ciele statym oraz widmo FTIR zarejestrowane w pastylkach
KBr w zakresie 1400 — 1800 cm™.
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4.3.2.2 Omowienie prac H3, H4 i HS

Aktywno$¢ biologiczna Rif zwigzana jest z unikalng strukturg tej czasteczki, jak byto
wspomniane na wstgpie, bardzo istotng role¢ w oddziatywaniu tej klasy antybiotykow z
bakteryjnymi polimerazami RNA odgrywa konformacja mostu ansamycynowego. Jednakze
chociaz samo dopasowanie mostu ansamycynowego jest warunkiem koniecznym, to nie jest
warunkiem dostatecznym, wystepowania wysokiej aktywno$¢ mikrobiologicznej rifamycyn.
Roéwnie istotng role petni w tym przypadku podstawnik w pozycji C(3), co doskonale
pokazuje przypadek Ral, dla ktorego odnotowuje si¢ zdecydowanie nizsze wartosci MIC w
testach aktywnosci przeciwbakteryjnej. W pracach H3, H4 i H5 zostaly zaprezentowane nowe
aminowe pochodne Ral zawierajace rézne grupy funkcyjne, takie jak: trzeciorzgdowe aminy,
podstawione uktady triazolowe, pochodne aminokwasow oraz nowe hydrazony. Na podstawie
uzyskanych wynikow spektroskopowych 1 badan biologicznych zostata réwniez
zaprezentowana dyskusja zaleznosci struktura—aktywnos$ci dla tych zwigzkéw. Nie cheac
wprowadzan niepotrzebnego zamieszania z dodawaniem innej numeracji niz w materiatach
zrodlowych, pozostawie oznaczenia pochodnych w zgodzie z tymi zawartymi w pracach H3
— HS dodajac za kazdym razem przy korzystaniu z oznaczenia danego zwigzku informacji, z

ktérej pracy pochodzi ten zwigzek podajac w nawiasie oznaczenie publikacji [np. 1-(H3)].

Z wczesniejszych prac naukowych wiadomo, ze za wysoka aktywno$¢ Rif odpowiada
mozliwos¢ protonacji atomu azotu N(43), ktora jest realizowana w formie jonowej w
rozpuszczalnikach protycznych (mozliwo$¢ oddzialywania z ujemnie natadowanym wysoce
konserwatywnym glutaminianem Eass).*> W celu sprawdzenia wplywu podstawnika w
pozycji C(3) na strukturg 1 aktywnos$¢ nowych aminowych analogow Rif zostata najpierw
zsyntezowana seria pochodnych zawierajaca zasadowe podstawniki na linkerach etylowych
lub propylowych 4-(H3)-11-(H3), 13-(H3) i 14-(H3) oraz ugrupowanie piperydynowe z
podstawionym grupa benzylowa atomem azotu 12-(H3) (Rysunek 5, Fig.4 w pracy H3) [H3].
W pracy H4 otrzymane zostatly pochodne estrowe réznych aminokwasow 1-(H4)-12-(H4)
(Rysunek 5, Scheme 2 w pracy H4,). Z kolei w pracy HS zaprezentowanych zostato kilka serii
aminowych pochodnych Ral zawierajacych w swojej strukturze zasadowe uktady
heterocykliczne w tym takze zroznicowane uktady amidowe 2-(H5)-23-(H5) (Rysunek 5,
Scheme la w pracy HS) oraz 10 pochodnych bedacych hydrazonami Ral 24-(H5)-33-(HS)
(Rysunek 5, Scheme 1b w pracy HS). Na podstawie analizy spektroskopowej tych

pochodnych okazato si¢, ze niemal wszystkie aminowe analogi Rif wyst¢puja w formie
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zwitterjonowej, a proton z grupy fenolowej O(8)H byt przenoszony na atom azotu N(38), o
czym $wiadczyty charakterystyczne pozycje dla sygnatow od protonu/ow N*(38)-H i atomow
wegli C(8) i C(11) w widmach 'H i 3C NMR. Jedynie dla pochodnych 10-(H4)-12-(H4)
zaobserwowane zostaly struktury jonowe, w ktérych proton przenoszony byl na centrum
zasadowe wprowadzonego podstawnika (Scheme 2 w pracy H4). Fakt ten byt niekorzystny z
punktu widzenia potencjalnego dopasowania molekularnego, takiego jak w przypadku Rif z
RNAP (oddziatywanie z Ess). Poza miejscem protonacji, kolejnym czynnikiem mogacym
wptywac niekorzystnie na aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych pochodnych byly parametry
fizykochemiczne, takie jak rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 wartosci logP, ktore przyjmuja lepsze
wartosci dla Rif w poréwnaniu z badanymi pochodnymi (Table 4 w pracy H3, Table 1 w
pracy H4, Table 9S w suplemencie do pracy HS). Czynnikiem strukturalnym, ktory miat
niekorzystny wplyw na wyniki badan mikrobiologicznych bylo tez tworzenie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, w ktore zaangazowane byty atomy azotow w
podstawniku przytaczonym do atomu wegla C(3). Oddziatywania te utrudniala wigzanie z
polimerazami RNAP, co dotyczylo przede wszystkim pochodnych otrzymanych w pracach
H3 i H4 (Fig. 6 w pracy H3 i Fig. 2a i b w pracy H4). Miedzy innymi te fakty spowodowaty,
ze zwiagzki tego typu, w przewazajacej wigkszosci, nie wykazaty spektakularnej aktywnosci
mikrobiologicznej w poroéwnaniu do Rif, przy czym nalezy zauwazy¢, ze pochodne 4-(H3) —
11-(H3) z reguty wykazywaty wyzsza aktywno$¢ od substancji startowej Ral (Tabela 3, Table
3 w pracy H3,). Wyjatkiem w tej serii pochodnych byt zwigzek 12-(H3), ktory w przypadku
bakterii Gram-dodatnich wykazywat aktywnos¢ MIC = 0,25 pg/ml, natomiast po dodatkowe;j
protonacji warto$ci MIC zmalaly o jeden rzad wielkos$ci dla szczepow bakterii S. epidermidis.
Pochodna 12-(H3) oraz jej s6l wykazaly identyczng aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa co
Rif w przypadku pratkow gruzlicy (MIC = 0,005 pg/ml), a wartosci MIC w przypadku
szczepu M. Bovis byty nieco lepsze (MIC = 0,125 pg/ml). Wysoka aktywnos¢ protonowanego
zwigzku 12+H-(H3) wynika z analogicznego sposobu oddzialywania tego zwigzku z
bakteryjng polimerazg RNA jak Rif z jednoczesng realizacjg przez ten zwigzek kluczowego
oddzialywania z glutaminianem Eas, co doskonale wizualizuje model teoretyczny na
podstawie dokowania molekularnego (Rysunek 6a, Fig. 13a w pracy H3). W tym miejscu
nasuwa si¢ jednak pytanie, jaki czynnik jest odpowiedzialny za bardzo interesujaca aktywnosé
przeciwbakteryjng pochodnych estrowych aminokwasoéw niezawierajagcych w swojej

strukturze ugrupowan zasadowych. W przypadku tych pochodnych, ktore sg aminowymi
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Tabela 3 Wybrane wyniki testow aktywnosci przeciwbakteryjnej Rif, Ral i wybranych pochodnych Ral. Wartosci MIC

podane sg w pug/ml. Dla Rif i Ral w indeksie gornym podano publikacje, z ktérej wzieto wartos¢ MIC.

dr Krystian Pyta

Szczep bakterii

Zwiazek

S. aureus S. aureus S. epidermidis | S. epidermidis | M tuberculosis | M. bovis

ATCC 4163 ATCC 6538 ATCC 12228 ATCC 49134 H37Rv
Ral 204 415 415 215 >1H >1H
Rif 0,008t 0,0156 0,0156' 0,0156' 0,005t 0,25
4-(H3) 1 1 0,5 0,5 1 1
12-(H3) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,005 0,125
12-(H3) + | 0,125 0,125 0,06 0,03 0,005 0,125
e
20-(H3) |1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
31(H3) |1 >1 >1 >1 0,5 0,5
1-(H4) 0,5 0,5 0,125 0,25 - -
2-(H4) 0,5 0,5 0,125 0,25 - -
3-(H4) 0,063 ,0125 0,063 0,063 - -
4-(H4) 0,063 0,063 0,031 0,031 - -
6-(H4) 0,5 0,25 0,063 0,063 - -
7-(H4) 0,031 0,031 0,016 0,016 - -
5-(H5) - 2 2 1 ; ;
7-(HS) - 0,25 0,0625 0,0625 - -
11-(H5) | - 0,25 0,125 0,125 - -
15-(HS) - 0,0078 0,0078 0,0078 - -
16-(HS) - 0,25 0,0625 0,0625 - -
29-(HS) - 0,0078 0,0078 0,0078 - -
30-(HS) | - 0,25 0,25 0,25 . .
31-(H5) - 0,0156 0,0156 0,03125 - -
32-(H5) - 0,0625 0,03125 0,03125 - -
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methy A 447

b)

Rysunek 6 a) najkorzystniejsze energetycznie oddziatywania miedzyczasteczkowe miedzy kluczowymi aminokwasami RNAP
i 12+H*-(H3)"3; b) model oddziatywania nowych pochodnych rifamycyn 5-(H4) — kolor bragzowy, 6-(H4) — kolor zielony, 7-
(H4) — kolor z6tty w miejscu wigzacym z polimerazg RNA zalezng od DNA Thermus aquaticus (RNAP-fiolet)H4

analogami Rif z estryfikowanymi aminokwasami Phe, Trp 1 Tyr widoczna byta zalezno$¢
zwigzana z wielkoscig podstawnika estrowego. Mniejsze podstawniki (Me, Et) przyczynity
si¢ do uzyskania przez te zwiazki mniejszych wartosci MIC tj. wiekszej aktywnosci, ktore w
wielu przypadkach byly tylko o jeden rzad wielkosci wigksze od Rif (Tabela 3, Table 1 w
pracy H4). W przypadku tych pochodnych ich model oddziatywania z RNAP w miejscu
allosterycznym jest bardzo podobny do tego realizowanego dla innych rifamycyn. Kluczowa
roéznica jest mozliwos¢ utworzenia miedzyczasteczkowego wigzania wodorowego miedzy
karbonylowg grupg estrowa aminowego podstawnika w pozycji C(3) a peptydowa grupg NH
alaniny A447 (Rysunek 6b, Fig. 3 w pracy H4). To dodatkowe oddziatywanie stabilizujgce
aminokwasowe pochodne generuje zawade¢ steryczng miedzy podstawnikiem estrowym i
grupa metylowa Aas7. Biorgc pod uwage ten rezultat dokowania molekularnego uzasadniona
wydawata si¢ zaleznos¢ SAR — dlaczego preferowane sg mniejsze podstawniki w strukturze

tego typu pochodnych w kontekscie wyzszej aktywnos$ci mikrobiologiczne;.

W przypadku wszystkich aminowych analogéw Rif wystepuja one w postaci formy
zwitterjonowej a protonacji w zdecydowanej wigkszosci ulega atom azotu N(38) z
utworzeniem fenolanu w pozycji O(8). W przypadku pochodnych uzyskanych w pracy H5,
na szczegdlng uwage zastuguja dwie pochodne 7-(HS) 1 15-(H5) (Rysunek 5). Zwiazki te maja
jedng wspolna ceche, ktora jest obecno$¢ w ich strukturze grupy karboksylowej przy
sztywnym podstawniku, ktora ze wzgledu na swoj kwasowy charakter wptywa na strukturg

tych pochodnych — sg to ,,podwojne” zwitterjony. Protonacji oprocz atomu azotu N(38)
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Rysunek 7 Modele dokowan dla nowych pochodnych rifamycyn (kolor szary): a) 7-(H5), b) 15-(H5), c) 16-(H5), d) 29-(H5) w
miejscu wigzania z RNAP T. aquaticus.H>

ulegajag rowniez wprowadzone centra zasadowe w podstawnikach. Taka podwojnie
zwitterjonowa struktura wptywa na bardzo duzy skok aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
wzgledem innych pochodnych Ral (Tabela 3, Table 2 w pracy HS), ktéra jest wynikiem
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doskonatego dopasowania molekularnego inhibitoréw bakteryjnej polimerazy RNA. W obu
przypadkach moze by¢ realizowane wigzanie stabilizujagce z Eass (RNAP), a w przypadku
pochodnej 15-(HS5) obecnos¢ grupy karboksylanowej umozliwia utworzenie dodatkowego
oddziatywania wodorowego z grupg NH tancucha bocznego asparaginy Nasg (Rysunek 7a i b,
Fig.3a i b w pracy HS). Poréwnujac wartosci MIC dla 15-(HS5) wyraznie mozna bylo
zauwazy¢, ze zdecydowana poprawa rozpuszczalnosci kosztem lipofilowosci 1 poprawienie
stabilizacji antybiotyku w miejscu wigzania z RNAP skutkuje wzrostem aktywnosci
przeciwbakteryjnej (MIC = 0,0078 pg/ml), nawet w poréwnaniu do wynikow uzyskanych dla
Rif. W przypadku pochodnej 7-(H5) obiecujace wyniki uzyskano dla szczepoéw S. epidemidis
(MIC = 0,0625 pg/ml) — podobne wyniki uzyskano dla pochodnej 16-(HS), dla ktorej
teoretyczny model wigzania w miejscu wigzacym z RNAP ukazuje dodatkowa stabilizacje

poprzez oddzialywanie wodorowe z glutaming Qio20 (Rysunek 7c¢, Fig. 3¢ w pracy HS).

Sposrod otrzymanych hydrazonow Ral (Rysunek 5, Scheme 1 w pracy H5) dwa z nich
wystepowaty w roztworze w formie jonowej 28-(H5) 1 29-(H5), a miato to zwigzek z tym, ze
tylko te pochodne zawieraty w swojej strukturze zasadowe ugrupowanie zdolne do protonac;ji.
Najciekawsze spostrzezenia dostarczyta analiza wynikow aktywnos$ci przeciwbakteryjne;j,
poniewaz sposrod z przebadanych hydrazonow 24-(H5)-33-(HS) wyrozniajacymi byty tylko
3 zwiazki (

Tabela 3, Table 2 w pracy HS). Dwa z nich, bedace izostrukturalne z Rif i zawieraja
cykliczne uktady: piperydynowy 31-(HS) 1 azepanowy 32-(HS5), charakteryzowaly one
aktywnoscig porownywalng z tg uzyskang dla rifaksyminy (Rifx) i tylko nieco stabsza od Rif.
Z kolei zwiazek 29-(H5) swoja aktywnoscia dorownywat zwigzkowi 15-(HS5), co thumaczone
byto jego dobrze zbilansowanymi wlasciwosciami fizykochemicznymi (rozpuszczalno$¢ w
wodzie 4,25 mg/ml i logP = 1,33) oraz korzystnym modelem wigzania z RNAP, w ktérym

udziat bierze wysoce konserwatywny glutaminian E44s (Rysunek 7d, Fig. 3 w pracy HS).

Z punktu widzenia chemika organika ciekawym bylo sprawdzenie stabilnosci
aminowych analogow Rif w sytuacji, gdy zwigzki te beda stanowity platform¢ do dalszej
rozbudowy. W publikacji H3 zostata otrzymana seria triazolowych pochodnych 15-(H3)-24-
(H3) (Schemat 6, Fig 1 w pracy H3 i Fig 3 w pracy H3), ktora zsyntezowano wykorzystujac
odpowiednio sfunkcjonalizowane aminowe analogami Rif posiadajace ugrupowania
azydkowe lub alkinowe. Metoda syntetyczna zostata dobrana na podstawie testow reakcji 1,3-

dipolarnej cykloaddycji Huisgena (CuAAc), w ktorych uzyte zostaty rézne ekwiwalenty
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katalizatora (CuOAc) w zakresie temperatur 0° — 60°C. Uzyskane wyniki ukazaty, ze
najlepsze rezultaty (% konwersji substratu i czas reakcji) udalo si¢ osiagna¢ stosujac 10%
katalizatora i temperatur¢ 60°C (Table 2 w pracy H3). Dla lotnych reagentéw alkinowych,
ktore byty uzyte do syntezy pochodnych 15-(H3)-20-(H3) najlepszym rozwigzaniem bylo
obnizenie temperatury do 22°C i1 wydluzenie czasu reakcji. Jednak zbyt dtuga ekspozycja
aminowych analogow Rif na dzialanie $rodowiska reakcji w czasie prowadzita
nieoczekiwanie do uzyskania nowych heterocyklicznych pochodnych zawierajacych uktad
3,4-dihydrobenzo[g]chinazolinowy 25-(H3)-34-(H3) (Schemat 6, Fig 1 w pracy H3 i Fig3 w
pracy H3). Wyniki aktywno$ci przeciwbakteryjnej dla wszystkich pochodnych zawierajacych
triazolowe ugrupowanie 15-(H3)-34-(H3) nie byly jednak bardzo atrakcyjne w pordwnaniu

z Rif (Table 3 w pracy H3).
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Schemat 6 Schemat syntezy triazolowych pochodnych aminowych analogéw Rif 15-H(3) — 24-(H3) i ich heterocyklicznych
pochodnych 25-H(3) — 34-(H3).

4.3.2.3 Omowienie prac H6 i H7

Uzupethieniem badan SAR, dla roli podstawnika w pozycji C(3) aminowych
analogow Rif bylo otrzymanie pochodnych zawierajacych w swojej strukturze etery
koronowe (Schemat 7, Fig. 1 w pracy H6 i Fig. 1 w pracy H7). W przypadku eterow
aminometylokoronowych 3-(H7) i 4-(H7) oraz ukladow azakoronowych 5-(H7) i 6-(H7)
obraz spektroskopowy nie odbiegaty od tego obserwowanego dla pozostatych aminowych
pochodnych Ral 1-(H7) 1 2-(H7), a zatem wystgpowaly one w formie jonowej z
protonowanym atomem azotu N(38) (Rysunek 8, Fig. 2 w pracy H6 1 Fig. 2a w pracy H7).
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Pochodne 7-(H7)-9-(H7), r6znity si¢ tym, ze do ich otrzymania uzyto 4 -aminobenzokorony.
Zastosowanie takiego uktadu aminobenzokoronowego wigzato si¢ ze zmniejszong
zasadowoscig atomu azotu w kontek$cie analizowanego procesu przenoszenia protonu z

grupy fenolowej O(8)-H. Potwierdzeniem tego zatozenia byt brak odpowiedniego sygnatu w

NH, R!
NaBH,CN
EtOH, HCI

STy A A o
)

2-(H7) 1-(H6)

ZI

' °} ,

4 T
)
7-(H6) S(HO)

H
N
"X

H+
o
o}
-(H7

Schemat 7 Metoda syntezy i struktura nowych pochodnych aminowych pochodnych Ral zawierajgcych w swojej strukturze
uktady koronowe. W przypadku pochodnych, ktdre zostaty pokazane w pracy H6 zastosowano dodatkowg notacje pod
numeracjg wykorzystang w pracy H7.
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Rysunek 8 Poréwnanie fragmentéw widm H i 13C NMR dla wybranych pochodnych z prac H6 i H7.
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Rysunek 9 Poréwnanie widm FT-IR: (a) 1-(H7) (linia czarna) i 9-(H7) (linia czerwona przerywana) w CHxCly; (b) 1-(H7) (linia
czarna) i 9-(H7) (linia czerwona przerywana) w DMSO; (c) 1-(H7) (linia czarna) i 9-(H7) (linia czerwona przerywana) w ACN;
9+histamina-(H7) (linia czarna) i 9-(H7) (linia czerwona przerywana) w ACN.

ich widmach'H NMR od protonu N*(38)H (Rysunek 8, Fig. 1 w pracy H6 i Fig. 1 w pracy

H7). Jednakze dane zebrane z widm '*C NMR wskazywaly, Ze grupa fenolowa O(8)-H jest

deprotonowana, ale w widmach protonowych brak bylo sygnatu potwierdzajacego jego

lokalizacj¢. Rozwigzanie tej famigltowki byto mozliwe dzigki zastosowaniu pomiarow FT-IR

z dodatkiem czasteczek wody (Rysunek 9, Fig. 3 15 w pracy H6 i1 Fig. 3 w pracy H7). W

widmach tych pojawiaja si¢ kontinua absorpcji, ktore $wiadcza o obecno$ci w strukturach 7-

(H7)-9-(H7) kationéw H30™ lub kationow Zundela HsO,"2%3? Zatem transfer protonu O(8)H
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byl realizowany do wneki eteru benzokoronowego dla omawianych pochodnych (Schemat 7,

Fig. 1 w pracy H6 1 Fig. 1 w pracy H7).

Dla pochodnych 1-(H7)-9-(H7) zostaty wykonane testy aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
(Table 2 w pracy H7), do ktorych wilaczone zostaty kompleksy z litem lub potasem dla
pochodnych 3-(H7) i 4-(H7) oraz kompleksy uktadow benzokoronowych 7-(H7)-9-(H7) z
wybranymi aminami. Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze przeksztalcenie zwigzkéw
ze zwyktymi uktadami aminometylokoronowymi 3-(H7) i 4-(H7) w ich kompleksy z
kationami Li* i Na* zwicksza lub zachowuje wartosci MIC (Table 2 w pracy H7). Sytuacja
byla jednak dla pochodnych 7-(H7)-9-(H7), dla ktérych najwiekszy zysk we wzroscie
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej zostal zaobserwowany dla komplekséw z histaming —
zmniejszenie warto$ci MIC nawet 8-krotne (Table 2 w pracy H7). Kompleksy 7-(H7)-9-(H7)
z 2CIBzA 1 4FbzA okazaly si¢ tylko nieco stabsze od tych z histaming w stosunku do
przebadanych szczepow bakterii Gram-dodatnich. Natomiast najmniejszy skok aktywnos$ci w
stosunku do wyjsciowych pochodnych zanotowano dla kompleksow z izoniazydem, co
najprawdopodobniej mialo zwigzek z najmniejszg stabilnoscig kompleksow zwigzkow 7-
(H7)-9-(H7) z badanymi aminami. Wyniki modelowania molekularnego otrzymanych
pochodnych wskazaty, ze w przypadku eterdow benzokoronowych obecnos¢ w ukladzie
koronowym dodatnio natadowanego indywiduum molekularnego (np. kationu metalu) moze
dodatkowo stabilizowac tego typu zwigzki w miejscu wigzania z RNAP (Rysunek 10, Fig. 4
w pracy H7).
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(a) I aquaticus N o (C) T aquaticus ~  “NgF"r

E. coli

Rysunek 10 Model dokowania nowych pochodnych rifamycyn: 4-Na*-(H7) (a i b) i 9-Na*-(H7) (c i d) w miejscu wigzania
bakteryjnej polimerazy RNA zaleznej od DNA T. aquaticus i E. coli."’

4.3.2.4 Omowienie pracy H8

Rifamycyny, jako antybiotyki, charakteryzujg si¢ bardzo szerokim spektrum aktywnosci
przeciwbakteryjnej szczegolnie w przypadku bakterii G+ i Mycobakterii.!”?> W przypadku
bakterii G— sytuacja jest jednak nieco bardziej zréznicowana. RMP i rifapentyna (RFP) nie
wykazujg tak wysokiej aktywnosci w stosunku do bakterii G— jak np. ryfabutyna (RFB) czy
ryfaksymina (RFX) (Rysunek 11, Fig. 1 w pracy H8).!” W literaturze mozna byto znalezé
informacje, ze réznica ta moze mie¢ zwiazek ze zdolnoscia RFB i RFX do latwiejszej
penetracji przez $ciang komorkowg bakterii i system bton komérkowych bakterii G—.23!
Nalezalo oczywiscie oczekiwac, ze taka r6znica bedzie miata zwigzek z roznicami w budowie
$cian i bton komoérkowych bakterii G+ i G—.3** Bakteryjne polimerazy RNA niezaleznie od
tego, czy pochodza od bakterii G+ czy G— majg bardzo podobng budowe 1 w ten sam sposob
wigzg si¢ z antybiotykami z grupy rifamycyn. Fakt ten tylko jeszcze bardziej sugerowal, ze

jedna z przyczyn w obserwowanej rdznicy aktywnos$ci miedzy tymi antybiotykami moze by¢
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sposob dotarcia do wnetrza poszczegdlnych komorek bakteryjnych. W pracy H8 po raz
pierwszy zostata eksperymentalnie udowodniona dynamiczna réwnowaga konformacyjna
mostu ansamycynowego w roztworze dla RFB i RFX, w przeciwienstwie do RMP i RFP,
utatwia zrozumienie wigkszego spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej dla RFB i RFX

(zard6wno G+ 1 G—) w porownaniu z RMP i RFP (tylko G+).

most - ansa

forma niejonowa forma zwitterjonowa

(zasadowy podstawnik nieprotonowany) (zasadowy podstawnik protonowany)

- zasadowy podstawnik — _
O yp X~ OHor ©

Rysunek 11 Struktury antybiotykdw ansamycynowych w mozliwych formach niejonowych i jonowych.H8
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W widmach *C NMR i 'H NMR zarejestrowanych w r6znych CDCl3 lub DMSO-ds+H20

widoczne byly zarowno podobienstwa, jak i réznice pomigdzy RMP, RFP, RFB i RFX
(Rysunek 12, Fig. 2 w pracy H8). W przypadku widm zmierzonych w CDCl3 dla RFP i RFB

widoczne byly sygnaty powyzej 190 ppm od atomu wegla C(11) 1 ponizej 170 ppm dla atomu

wegla C(8) oraz sygnat od protonu grupy fenolowej O(8)H, analogiczna sytuacja miata

miejsce dla RMP, zatem te trzy antybiotyki w aprotycznym rozpuszczalniku wystepuja w

formie niejonowej. W widmach NMR RFB zmierzonych w DMSO-d¢+H20 mozna byto

zaobserwowac podobne zaleznos$ci jak w CDCl3, zatem w przypadku tego antybiotyku nie

dochodzito do wewnatrzczasteczkowego przenoszenia protonu z grupy fenolowej O(8)H na

podstawnik zasadowy w pozycji C(3)/C(4) i RFB niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika

wystepowata w formie niejonowej. Odwrotnie jest w przypadku RFX, zard6wno w uktadach

protycznych i nieprotycznych w widmach '3C NMR obecne byly sygnaty od atoméw wegli
C(11) i C(8) miedzy 190 a 180 ppm i w widmie 'H NMR brak bytodpowiedniego sygnatu od

grupy fenolowej O(8)H (Rysunek 12, Fig. 2 w pracy H8), a wiec tak jak w przypadku RMP

i RFP w formie jonowej. Dowodzi to, ze czasteczka RFX w roztworze wystepuje tylko i

wyltacznie w formie jonowej z protonem zlokalizowanym na uktadzie amidynowym

»spinajacym” pozycje C(3) 1 C(4).

Kolejnym etapem byto zbadanie konformacji mostu asnamycynowego dla RMP, RFP,

RFB i RFX w zaleznos$ci od polarno$ci rozpuszczalnika. Dla RMP i RFP konformacja mostu
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Rysunek 12 (a) Poréwnanie fragmentow widm 13C NMR dla RMP, RFP, RFB i RFX zarejestrowanych w CDCl; lub DMSO-
de+H,0 w temperaturze pokojowej; (b) Porownanie fragmentéow widm *H NMR dla RMP, RFP, RFB i RFX zarejestrowanych
w CDCl3 lub DMSO-dg+H,0 w temperaturze pokojowej; kolorem niebieskim oznaczono sygnaty dla RFB(A), zielonym —
RFB(C), szarym RFX(A), czerwonym — RFX(B)"8
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ansamycynowego byta niemal identyczna i niezalezna od rozpuszczalnika — z tego powodu
struktura taka zostala sklasyfikowana jako konformer typu-A. Analiza widm RFX w r6znych
rozpuszczalnikach wykazata, ze w CDCl; zwigzek ten rowniez wystepuje w konformacji typu-
A [RFX(A)] (Rysunek 13a, Fig. 4a w pracy H8). Z kolei widma tego antybiotyku w DMSO-
ds+H20 byty trudne do interpretacji i z tego powodu wykonano serie pomiarow w gradiencie
temperatur wiaczajac dodatkowy uktad rozpuszczalnikow CD3CN+H20O (Fig. 2 ¢ i d w pracy
H8). W pomiarach przy -30°C w uktadach z H>O okazalo si¢, ze RFX jest obecne w
rownowadze w postaci dwoch konformerow: RFX(A) i nowego typu konformeru RFX(B).
Analiza porownawcza tych dwoch konformerow ukazala, ze najwigksze rdznice sg
obserwowane dla uktadu dienowego, vinylowego i grup metylowych C(33) i C(34). W tym
momencie nasungto si¢ pytanie, co jest sita napedowa tworzenia struktury RFX(B). Z pomoca
przyszty pomiary FT-IR, ktore zostaty wykonane w uktadach aprotycznych i w DMSO-
ds+H20 (Fig. 3c w pracy H8). Najistotniejsza rdznicg jest widoczne kontinuum absorpcji dla
uktadu protycznego, ktore dowodzi, ze za stabilizacje tej formy odpowiada czasteczka wody.
Swiatto na to w jaki sposob czasteczka wody stabilizuje konformer RFX(B) rzucita
nowoopracowana struktura krystalograficzna RMP z metanolem (Rysunek 13b, Fig. 4b w
pracy H8). W strukturze tej wystepowat kolektywny uktad wigzan wodorowych, ktory taczyt
ze soba grupe N(2)-H z grupg acetylowa poprzez wiaczenie do uktadu grupy hydroksylowe;
O(1H i czasteczki metanolu. W celu zbudowania modelu teoretycznego czasteczka
metanolu z tej struktury krystalograficznej zostata zastgpiona czasteczka wody, co skutkowato
uzyskaniem w obliczeniach takiego ulozenia mostu ansamycynowego, ktéry bardzo dobrze
korelowat z danymi uzyskanymi w widmach NMR dla konformeru RFX(B) (Rysunek 13 c i
d, Fig. 4 ¢ i d). Na podstawie widm temperaturowych NMR zostata wyznaczona bariera
energetyczna przeksztatcenia jednego konformeru w drugi i wynosita ona okoto 0,5 kcal/mol.
Tak niewielka bariera energetyczna zmiany konformacji wskazuje, ze taki sposob aranzacji
mostu ansamycynowego jest mozliwy do utworzenia w roztworze takze dla innych rifamycyn,
ale tylko w przypadku zwigzkow, ktore w roztworze nie majag mozliwosci utworzenia
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego N(2)HeeeX(grupa w pozycji C(3) (np. dla

RFP N(2)-He+*N(38).
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" RFX(A)

e:l 015

RMP-3MeOH RFB(A) vs RFB(C)

Rysunek 13 (a) Obliczone struktury RFP(A), RFX(A) i RFB(A) [B88 LYP (GGA) DFT]. (b) struktura X-ray RMP-3MeOH. (c)
Natozone obliczone struktury metodg DFT RFX(A) i RFX(B) od strony laktam-dien. (d) Natozone obliczone struktury metoda
DFT RFX(A) i RFX(B) widok od strony wneki miedzy rdzeniem aromatycznym a mostem ansamycynowym. (e) Natozone
obliczone struktury metodg DFT RFB(A) i RFB(B) od strony laktam-dien; ruch mostu zaznaczony jest czerwong strzatka. (f)

Natozone obliczone struktury metodg DFT RFB(A) i RFB(B) widok od strony wneki miedzy rdzeniem aromatycznym a
mostem ansamycynowym; ruch mostu zaznaczony jest czerwong strzatka.

W widmach zarejestrowanych dla RFB w CDCIl; (Rysunek 12, Fig. 2 w pracy H8) obecna
byta jedna forma, ktora byta zbiezna z RFP(A) i RFX(A), wigc zostala nazwana RFB(A)
(Rysunek 13a, Fig. 4a w pracy H8). Konformery typue A 1 B posiadaty strukture ,,otwartg”,
w ktorej grupy hydroksylowe z mostu ansamycynowego O(21)H 1 O(23)H byly skierowane
,ha zewnatrz” — zatem te konformery wykazuja zdolno$¢ wigzania si¢ z RNAP (Rysunek 14c,
Fig. 5¢ w pracy H8). W widmie RFB w DMSO-d¢+H>0 w temperaturze pokojowej widoczne
byty dwa zestawy sygnatéw (Rysunek 12, Fig. 2 w pracy H8). Jeden z nich odpowiadat
konformerowi RFB(A) natomiast ten drugi byt zupeinie inny i zostal przypisany do
konformeru RFB(C). Analizujac przesuniecia chemiczne w widmach 'H i *C NMR mozna
bylo dostrzec roznice praktycznie w kazdej czeSci mostu ansamycynowego. Rdznica w
polozeniu sygnatu od protonu H(34) dla RFB(A) (6 = —0.24 ppm) i RFB(C) (6 = 0.90 ppm)
wskazywata, ze grupa metylowa C(34) dla RFB(C) jest usytuowana z dala od rdzenia
aromatycznego. Co wigcej, sygnaly od protonéw H17-H19 protondéw wskazywaty na inng
orientacje¢ tego fragmentu w RFB(C) i RFB(A). Dla RFB(C), sygnat od karbonylowego
atomu wegla C(15) byl odstaniany i przesunat si¢ o 5 ppm w poréwnaniu do RFB(A)
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wskazujac na stabsze lub catkowite utracenie sprz¢zenia pomiedzy uktadem dienowym a
laktamem w RFB(C). Analiza kontaktow w widmach 'H-'H NOESY (Fig. 3 ¢ w pracy HS8)
jednoznacznie potwierdzita, ze konformacja RFB(C) przyjmuje form¢ zamknigta, gdyz tylko
schowanie ,,do §rodka” alifatycznych grup hydroksylowych umozliwia uzyskanie zgodnosci
modelu teoretycznego z danymi eksperymentalnymi (Rysunek 14b, Fig. 5b w pracy H8). Po
raz kolejny nasuwato si¢ pytanie, w jaki sposob taka struktura jest stabilizowana. Cz¢$ciowe;j
odpowiedzi na to pytanie udzielita konformacja typu-B, w ktorej obecna jest czasteczka wody.
Jednak do stabilizacji struktury RFB(C) nie wystarczy jedna taka czasteczka, co potwierdzity
wyniki uzyskane z analizy widm FT-IR, w ktérych maksymalne kontinuum absorpcji zostato
osiggnigte dla dwoch czasteczek wody (Fig. 3f i g w pracy H8). Majac do dyspozycji takie
informacje mozna bylo przystapi¢ do zbudowania modelu teoretycznego, ktoéry umozliwit
zwizualizowanie struktury RFB(C) ukazujac, ze rola pierwszej czasteczki wody jest podobna
do tej w konformerze typu-B (Rysunek 13e, Rysunek 14b, Fig. 4e 1 5b w pracy H8). Natomiast
druga czasteczka wody jest niezbedna do zachowania kolektywnego uktadu wigzan
wodorowych, migdzy grupa N(2)H i karbonylowym atomem tlenu O(35), laczac grupe
O(23)H z grupa acetylowa. Dodatkowo takie ulokowanie drugiej czasteczki wody w tej
strukturze umozliwia wydluzenie/rozwidlenie kolektywnego uktadu wigzan wodorowych o
grup¢ fenolowg O(8)H i chinonowy atom tlenu O(1). Wyznaczona na podstawie pomiaréw
NMR warto$¢ bariery przeksztatcenia from RFB(A) w RFB(C) wynosi miedzy 3,5 a 6,5
kcal/mol 1 jest to warto$¢ zalezna od rozpuszczalnika. Warto w tym miejscu doda¢, ze
stosunek tych dwdch konformerdw jest Scisle zalezny od temperatury 1 w temperaturze 65°C
dominuje forma A (1:0,38) natomiast w -25°C przewaza forma C (2,28:1) (Fig. 31 w pracy
H8). Podobnie jak w przypadku konformeru typu-B dla RFX podobnie konformer typu-C
moze by¢ realizowany przez inne rifamycyny (bez obecnosci w strukturze
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego N(2)HeeeX(grupa w pozycji C(3)), co
zostato przedstawione w modelu teoretycznym dla RFX (Fig. 5f w pracy H8). Z punktu
widzenia lepszej aktywnos¢ RFB i RFX w stosunku do bakterii Gram-ujemnych mozliwo$é
przyjecia zamknigtej konformacji pokazuje, ze antybiotyki antybiotyki te mogg ptynnie
zmienia¢ swoja strukture wptywajac na wtasciwosci lipofilowo-hydrofobowe i w ten sposob
przenika¢ do wnetrza bakterii nie tylko Gram-dodatnich ale tez Gram-ujemnych, w
przeciwienstwie do RMP i RFP aktywnych tylko wobec szcepéw Gram-dodatnich (Rysunek
14b).
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RFB(C)

Rysunek 14 Obliczone metodg DFT i natozone struktury RFB(A) | RFB(C)+2H20 widok od strony wneki miedzy rdzeniem
aromatycznym a mostem ansamycynowym. (b) obliczona metodg DFT struktura RFB(C)+2H20, widoczna jest konformacja
,zamknieta”, wodok od strony laktam-dien. (c) obliczona metodg DFT struktura RFB(A) widoczna jest konformacja
,otwarta”, widok od strony wneki miedzy rdzeniem a mostem ansamycynowym.

4.3.3 Podsumowanie

Przedlozone opracowanie bedace podstawa postepowania habilitacyjnego doskonale
wpisuje si¢ w obecne trendy i potrzeby ciaglego udoskonalania arsenatu nowych lub
modyfikowanych antybiotykow. Niezwykle szybki proces rozmnazania bakterii oraz
zdolno$¢ 1 tatwos¢ tych mikroorganizméw do przystosowywania si¢ do nowych warunkéw
powoduje, ze nasz gatunek jest nieustannie narazony na ich atak. Dodatkowym czynnikiem,
ktory powoduje narastanie tego problemu jest lekoopornos¢ bakterii (antybiotykoopornos¢).
Niestety zjawisko to jest uwarunkowane przede wszystkim przez naduzywanie antybiotykow
(przez lekarzy oraz pacjentdow). Drobnoustroje za pomoca nabytych mechanizméw
uodparniajg si¢ na dziatanie lekdw — co powoduje, ze antybiotyki staja si¢ nieskuteczne w
leczeniu chorob bakteryjnych. Przerazajace sg przewidywania, ktore wskazuja, ze w roku
2050 ludzie bedg czesciej umiera¢ z powodu zakazen wywotanych opornymi na antybiotyki
bakteriami i bedzie to jedna z gldéwnych przyczyn zgondow porownywalna ze statystykami
umieralnoéci spowodowanej przez nowotwory.’*¥ Z tego powodu bardzo wazne jest

poszukiwanie nowych srodkéw przeciwbakteryjnych 1 modyfikacji / otrzymywanie analogéw
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antybiotykow, ktére beda przeciwstawiaty si¢ bakteriom uodpornionym na stosowane

antybiotyki.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ przedstawionego opracowania zaliczam:

L.

II.

II1.

IV.

VL

VIIL

VIIL

IX.

Wykazanie, ze w roztworach zawierajacych czasteczki wody rifamycyn (RFB i RFX)
uzyskuja labilno$¢ konformacyjng mostu ansamycynowego i s3 w stanie rOwnowagi
miedzy konformerem ,,zamknietym” (charakter hydrofobowy) 1 ,,otwartym”
(charakter hydrofilowy), co wptywa na wyzsza aktywno$¢ RFB i RFX w stosunku
do bakterii Gram-ujemnych, w pordownaniu do RMP i RFP

Ustalenie na podstawie analizy widm NMR, ze RFB wystepuje wytacznie w formie
niejonowe] w roztworach, podczas gdy RFX w formie jonowej z protonem
przeniesionym z grupy fonolowej O(8)H na amidynowy uktad spinajacy pozycje
C(3)/C4)

Otrzymanie serii nowych aminowych analogow RMP, w tym 63 aminowych
analogow rifampicyny zawierajgcych w swojej strukturze zrdznicowane podstawniki
w pozycji C(3), 10 heterocyklicznych pochodnych zawierajacych uktad 3.4-
dihydrobenzo[g]chinazolinowy oraz 10 hydrazonéw Ral.

Ustalenie na podstawie danych spektroskopowych struktur otrzymanych pochodnych
Wykazanie na podstawie analizy FT-IR, ze uktady benzokoronowe moga petic role
zasady w wewnatrzczasteczkowym procesie przenoszenia protonu w aminowych
analogach Rif.

Przeprowadzenie analizy SAR dla otrzymanych zwiazkéw z grupy ansamycyn i
wykazanie na podstawie obliczonych modeli, ze za wysoka aktywno$¢
przeciwbakteryjng odpowiada mozliwo$¢ oddzialywania z glutaminianem Ea4s.
Ustalenie, ze do oddzialywania z glutaminianem E44s protonowane centrum zasadowe
powinno znajdowac si¢ na stosunkowo sztywnym ramieniu przytaczonym do pozycji
C(@3).

Wykazanie na podstawie badah CP/MAS NMR i FT-IR, Ze sposob oczyszczania /
izolacji Rif ma wpltyw na strukture tego antybiotyku w ciele statym i nalezy ten fakt
bra¢ pod uwage przy iloSciowym i jako$ciowym oznaczaniu tego zwiazku w
formulacji farmaceutyczne;j

Zaprojektowanie syntezy triazolowych pochodnych gossypolu i otrzymanie 8 nowych

Zasad Schiffa gossypolu.

39



Zatacznik 3A — autoreferat dr Krystian Pyta

X.  Wykazanie, ze otrzymane pochodne gossypolu posiadaja wyzsza aktywnos$¢
przeciwgrzybicza niz macierzysty gossypol.
XI.  Ustalenie, ze za aktywno$¢ przeciwgrzybicza gossypolu i jego zasad Schiffa

odpowiada inhibicja procesu biosyntezy ergosterolu.

4.3.4 Wykaz uzytych skrotow w kolejnosci alfabetycznej

ACN - acetonitryl

BC NMR — weglowa spektroskopia rezonansu magnetycznego
CP/MAS — "Cross Polarization Magic Angle Spinnining",
F. acuminatum — Fusarium acuminatum

FT-IR — spektroskopia fourierowska w podczerwieni

G+ — bakterie Gram-dodatnie

G- — bakterie Gram-ujemne

logP — wspoltezynnik lipofilowosci

MeOH - metanol

MIC — minimalne ste¢zenie inhibicji

NMR - spektroskopia rezonansu magnetycznego

"H NMR - protonowa spektroskopia rezonansu magnetycznego
R. stolonifer - Rhizopus stolonifer

Ral — 3-formylorifamycyna SV

RFB — ryfabutyna

RFP — rifapentyna

RFX — rifaksymina

Rif — rifampicyna

RMP - rifampicyna

RNAP — bakteryjna polimeraza RNA

SAR - zaleznos¢ struktura-ktywno$é

S. epidermidis — Staphylococcus epidermidis
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realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegollnos$ci zagranicznej.

W okresie od lipca do konca grudnia 2022 roku bylem wizytujacym naukowcem w
Zaktadzie Chemii Biofizycznej w Instytucie Biologii na Uniwersytecie Humbolta w Berlinie
(1.07.2022-31.12.2022, nr projektu: D.00506.02.211200). Wynikiem tej wspotpracy
migdzynarodowej jest publikacja ,,Cascade transformation of the ansamycin benzoquinone
core into benzoxazole influencing anticancer activity and selectivity”, ktéra ukazata si¢ w
2023 roku na tamach czasopisma The Journal of Organic Chemistry (J. Org. Chem., 87,
(2023), DOI: 10.1021/acs.joc.3c00493 - link) (kopia pracy w zalaczniku nr 8). W pracy tej
mam podwojng afiliacje, Wydzial Chemii UAM i Institut fiir Biologie, Biophysikalische

Chemie Humboldt-Universitit zu Berlin.

W okresie po doktoracie odbytem kilka krotkoterminowych szkolen z wykorzystania
réznicowe] spektroskopii w podczerwieni do badan fotoreceptoréw retinalu. Szkolenie
organizowane przez Prof. dr Franza Bartla; Niemcy; Institut fiir Medizinische Physik und
Biophysik, Charit¢é — Universititsmedizin Berlin; 15.11-20.11.2015, 11.02-18.02.2017,
04.10.-08.10.2017 1 16.02-24.02.2018. (potwierdzenie w zalaczniku nr 8)
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5.1 Wspolpraca z naukowcami z krajowych oraz zagranicznych oSrodkow badawczych

Ze wzgledu na interdyscyplinarnych charakter prowadzonych przeze mnie badan,

niezbgdna jest $cista wspolpraca z innymi naukowcami z zagranicznych i krajowych

o$rodkow badawczych. Sposrod liderow zespotow, z ktdorymi wspotpracowalem, nalezy

wymieni¢ nastepujace osoby (kolejnos¢ uwzglednia sumaryczng liczbe prac):

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Prof. dr Franz Bartl z Zakladu Chemii Biofizycznej, Instytutu Biologii na
Uniwersytecie Humbolta w Berlinie (wczesniej Zaktad Fizyki Medycznej 1 Biofizyki
na Uniwersytecie Medycznym-Charité w Berlinie) — szeroko zakrojona wspotpraca
obejmujgca migdzy innymi konsultacje spektroskopowe, 11 wspolnych publikacji (2
przed doktoratem, 9 po doktoracie),

Prof. dr hab. Marzena Gajecka z Katedry i Zaktadu Genetyki 1 Mikrobiologii
Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu —
testy aktywno$ci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej, 6 wspdlnych publikacji
(wszystkie po doktoracie),

Dr Piotr Ruszkowski z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu — testy aktywnosci
przeciwnowotworowej, 6 wspolnych publikacji (wszystkie po doktoracie),

Prof. ICHO dr hab. Wojciech Schilf z Instytutu Chemii Organicznej PAN — badania
NMR, 6 wspdlnych publikacji (2 przed doktoratem, 4 po doktoracie),

Dr hab. n. farm. Joanna Stefanska z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej,
Warszawski Uniwersytet Medyczny — testy aktywnosci przeciwbakteryjnej, 4 wspolne
publikacje (wszystkie przed doktoratem),

Prof. dr hab. Eugeniusz Grech z Wydzialu Chemii Nieorganicznej i Organicznej,
Uniwersytet Zachodniopomorski w Szczecinie — badania zasad Schiffa i ich
kompleksow, 3 wspolne publikacje (2 przed doktoratem, 1 po doktoracie),

Prof. dr hab. Marek Murias z Wydziatu toksykologii, Poznanski Uniwersytet
Medyczny — testy aktywno$ci przeciwnowotworowej, 1 wspdlna publikacja (po
doktoracie)

Prof. dr hab. Krzysztof Wozniak z Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Warszawskiego —
pomiary struktur krystalograficznych, 1 wspolna publikacja (po doktoracie)
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6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych i popularyzujacych
nauke
Od 2020 roku jestem cztonkiem Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza na kadencj¢ 2020-2024. W
trakcie mojej kariery naukowej od pierwszego roku doktoratu bytem zaangazowany w
prowadzenie zaje¢ dydaktycznych: laboratoryjnych, ¢wiczen i1 proseminariow dla
studentoéw chemii i biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (Tabela

4).

Tabela 4 Prowadzone zajecia dydaktyczne dla studentow.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

i.  Biochemia z elementami biologii — zaje¢cia laboratoryjne i proseminaria
ii.  Podstawy chemii organicznej — zajgcia laboratoryjne

Po uzyskaniu stopnia doktora

i.  Podstawy chemii organicznej — ¢wiczenia
ii.  Biochemia z elementami biologii — ¢wiczenia i zajgcia laboratoryjne
iii.  Chemia organiczna (I MU) — zajecia laboratoryjne
iv.  Biochemia — ¢wiczenia i zajecia laboratoryjne
v.  Biochemia Il —zaj¢cia laboratoryjne
vi.  Biochemia sgdowa — zajgcia laboratoryjne
vii.  Spektroskopia molekularna — zajgcia laboratoryjne
viii.  Podstawy chemii produktow naturalnych — zajecia laboratoryjne

Od roku 2012 pelnig role kierownika laboratoriow z Biochemii i Biochemii z elementami
biologii. Do zaj¢¢ laboratoryjnych z Biochemii II i Biochemii sadowej opracowatem
¢wiczenia laboratoryjne — na zajg¢ciach tych réwniez petnie role kierownika. Dodatkowo
jestem autorem sylabusa z ,,Toksykologii lekow” (wyktad) — przedmiotu, ktory jest
przewidziany dla studentéw ,,Chemii medycznej z projektowaniem lekow”, otwarcie tego

kierunku jest planowane w nadchodzacym roku akademickim.

Pelilem role opiekuna naukowego licznych prac magisterskich (Tabela 5). Bylem
rébwniez promotorem pracy magisterskiej Pani Klaudii Tokarskiej pt.: ,,Struktura i
wlasciwosci fizykochemiczne pochodnych heterocyklicznych w pozycji C(17) produktu
naturalnego geldanamycyny”. Jestem takze promotorem pomocniczym trzech prac
doktorskich, ktore zostaly obronione z wyrdznieniem (Tabela 5). Chciatbym w tym miejscu
podkresli¢, ze zadna z publikacji naukowych powstatych w ramach tych prac doktorskich nie

jest czescig mojego wniosku habilitacyjnego.
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Tabela 5 Lista promowanych prac doktorskich i magisterskich. Opieka naukowa nad studentami

Promotor pomocniczy prac doktorskich

L

II.

1.

Promotor pracy magisterskiej

L

produktu naturalnego geldanamycyny”

Dr Katarzyna Klich, data nadania stopnia: 08.07.2016 r. - praca wyr6zniona przez obu
Recenzentow i RWCH UAM

. Funkcjonalizacja aglikonu Spiramycyny przez zastosowanie regio- i stereoselektywnych
reakcji kaskadowych”

Dr Joanna Domagalska, data nadania stopnia: 08.07.2016 r. - praca wyrdzniona przez obu
Recenzentow i RWCH UAM

. Modyfikacja aglikonu josamycyny z wykorzystaniem regioselektywnej substancji
nukleofilowej typu SN1'i dipolarnej cykloaddycji Huisgena”

Dr Anna Janas, data nadania stopnia: 21.052021 r. - praca wyrdzniona przez obu
Recenzentow i RWCH UAM

. Synteza i ustalenie korelacji struktura-aktywnos¢ biologiczna nowych pochodnych 14- i
15-cztonowych antybiotykow makrolidowych zawierajgcych przebudowane ramiona
sacharydowe”

Mgr Klaudia Tokarska, data nadania stopnia: 14.06.2023
L, Struktura i wiasciwosci fizykochemiczne pochodnych heterocyklicznych w pozycji C(17)

Opieka nad magistrantami

II.

IL

III.

VL

VIIL

przed doktoratem

Mgr Katarzyna Klich, 2012 rok, tytut pracy: ,, Synteza i wlasciwosci spektroskopowe
nowych pochodnych 3-formylorifamycyny SV’

Mgr Anna Olsztynska, 2012 rok, tytut pracy: ,,The application of copper (I) catalysed
Huisgen cycloaddition in synthesis of novel 3-formylrifamycin derivatives”

po doktoracie

Mgr Joanna Domagalska, 2013 rok, tytul pracy: ,,Regioselektywne przeniesienie protonu
w pochodnych 3-formyloryfamycyny SV

Mgr Alicja Matuszak, 2013 rok, tytul pracy: ,,Synteza i charakterystyka drugorzedowych
amin dibenzylowych zawierajgcych w swoich strukturach atomy fluorowcow w pozycjach
meta i para pierscienia fenylowego”

Mgr Katarzyna Siwiak, 2014 rok, tytut pracy: ,,Synteza i wlasciwosci fizykochemiczne
nowych pochodnych 3-formylorifamycyny SV zawierajgcych w strukturze etery
koronowe.”

Mgr Marietta Blecha, 2015 rok, tytut pracy: ,,Synteza i struktura nowych triazolowych
pochodnych gossypolu”

Mgr Katarzyna Barczak, 2015 rok, tytut pracy: ,,Modyfikacja 3-formylorifamycyny SV za
pomocq reakcji aminowania redukcyjnego z aminami zawierajgcymi w strukturze grupe
amidowq”

Mgr Anna Bula, 2015 rok, tytut pracy: ,,Synteza i badania spektroskopowe nowych
rifamycyn zawierajgcych w swojej strukturze aniliny”

Mgr Grzegorz Iwanowicz, 2016 rok, tytul pracy: ,,Synteza nowych pochodnych

hydrazonowych potsyntetycznej 3 formyloryfamycyny SV’
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VIII.  Mgr Paulina Roesler, 2017 rok, tytut pracy: ,, Synteza i analiza strukturalna nowych
pochodnych ryfamycyn posiadajgcych w strukturze centra zasadowe”

IX.  Mgr Natalia Skrzypczak, 2019 rok, tytut pracy: ,, Nowe triazolowe pochodne kolchiceiny
w pozycji C-9 i C-10 pierscienia tropolonowego, jako potencjalne srodki
przeciwnowotworowe”’

X.  Mgr Monika Szukowska, 2020 rok, tytul pracy: ,, Synteza i struktura nowych analogow
ryfamycyn zawierajgcych ugrupowania amin trzeciorzedowych”

XI.  Mgr Patryk Kalinowski, 2021 rok, tytut pracy: ,, Functionalization of 16-membered
aglycone of spiramycin via intramolecular cascade reactions”

XII.  Mgr Ewelina Smolarz, 2023 rok, tytut pracy: ,, Functionalization of 16-membered
aglycone of spiramycin via intramolecular cascade reactions”
XII.  Mgr Anna Smoczynska, 2023 rok, tytul pracy: ,, Synteza nowych pochodnych

Spiramycyny zawierajgcych sfunkcjonalizowane ramiona pirolidyno-triazolowe”
Promotorem wszystkich prac dyplomowych byt prof. dr hab. Piotr Przybylski

Oprécz petnienia roli promotora pomocniczego w pracach doktorskich i opiekuna
naukowego prac laboratoryjnych studentéw bedacych w trakcie prowadzenia swoich badan
do prac magisterskich bylem rowniez recenzentem kilku prac licencjackich realizowanych na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (Tabela 6). Bylem
réwniez powotywany na recenzenta kilku artykulow naukowych wystanych do réznych

wydawnictw (Tabela 6).

Tabela 6 Lista wykonanych recenzji prac licencjackich i artykutéw naukowych

Recenzje prac licencjackich

I.  lic. Ewelina Nowak, 2021, tytul pracy: ,, Modyfikacja w pozycji C-17geldanamycyny w
projektowaniu nowych srodkow przeciwnowotworowych”
II.  lic. Patryk Kalinowski, 2019, tytut pracy: ,, Opornos¢ rozmnych szczepow bakterii na
laktonowe antybiotyki makrolidowe”
HI.  lic. Daniel Walczak, 2018, tytul pracy: ,, Antybiotyki ansamycynowe i leukomycyny -
struktura i mechanizmy dziatania”
IV.  lic. Monika Szukowska, 2018, tytut pracy: ,, Mechanizmy opornosci bakterii na stosowane
antybiotyki z grupy makrolidow”
V. lic. Maria Szyszka, 2017, tytut pracy: ,, Makrolidy pochodzenia naturalnego - struktura i
wlasciwosci biologiczne”
VI.  lic. Oskar Kubiczek, 2016, tytut pracy: ,, Procesy wewngtrz- i miedzyczgsteczkowe
przenoszenia protonu”’
VIL.  lic. Marta Biernaczyk, 2016, tytut pracy: ,, Wykorzystanie spektroskopii NMR 1 i 2D na
wybranych zwigzkach naturalnych”
VIII.  lic. Barbara Stanska, 2015, tytut pracy: ,,Zastosowanie makrolidoww terapii
przeciwbakteryjnej - wybrane przyktady”
IX.  lic. Paulina Roesler, 2015, tytut pracy: ,, Flawonoidy - struktura i wlasciwosci biologiczne”
X.  lic. Dominika Czerwonka, 2015, tytut pracy: , Ansamakrolidy - struktura i aktywnosé
biologiczna™”
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recenzje artykuléw naukowych
nazwa czasopisma IFs tetni liczba recenzji
Bioorganic & Medicinal 2,6 3
Chemistry Letters
Journal of Spectroscopy 2,4 3
Molecules 4.9 2
Pharmaceuticals 49 1
Current Organic Synthesis 2,0 1
Future Medicinal Chemistry 4,2 1
Journal of Molecular Structure 3,2 1
Letters in Organic Chemistry 0,7 1
sumarycznie 13

Wyniki badan, w ktérych bralem udziat byly ponadto prezentowane na licznych
krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych w postaci prezentacji ustnych lub

posterowych (Tabela 7).

Tabela 7 Lista wystgpien konferencyjnych.

przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. Central European School on Physical Organic Chemistry, 08-12 czerwiec 2008, Karpacz, P. Przybylski, J.
Kira, K. Pyta, A. Huczynski, G. Schroeder, B. Brzezinski, P. Barczynski ,, Complexation properties of aza-
derivatives of gossypol toward silver (I) cations investigated by potentiometric, ESI MS, spectroscopic and
semiempirical methods”, POSTER

2. Konwersatorium krystalograficzne czerwiec 2008 Wroclaw, B. Wicher, K. Pyta, M. Gdaniec, P.
Przybylski, ,, Solwaty rifampicyny”, POSTER

3. Central European School on Physical Organic Chemistry, 02-06 czerwiec 2009, Przesicka. K. Pyta, P.
Przybylski, D. Remlein-Starosta, G. Schroeder, B. Brzezinski, ,, Antifungal activity of alkyl and heterocyclic
aza-derivatives of gossypol as well as their complexes with NaClO,”, POSTER

4. 42" JUPAC CONGRESS Chemistry Solutions; 2-7 Augest 2009; SECC, Glasgow, Scotland, UK, P.
Przybylski, K. Pyta, B. Brzezinski, ,, Synthesis, spectroscopic, mass spektrometry and semi-empirocal studies
of new type aminoalkyl-2,3-unsaturated derivatives of 16-membered natural macrolide antibiotic —
Josamycin”, POSTER

5. Central European School on Physical Organic Chemistry, 08-12 czerwiec 2010, Przesieka. K. Pyta, P.
Przybylski, J. Czupryniak, B. Wicher, M. Gdaniec, T. Ossowski, W. Schilf, E. Grech, B. Kotodziej, A. Szady-
Chetmieniecka, B. Brzezinski, ,, Spectroscopic and physico-chemical properties of aza-derivaties present in
different tautomeric forms”, POSTER

6. 18th International Conference on Organic Synthesis, Section: Natural Product Chemistry, 1-6 August, 2010,
Bergen, Norway, P. Przybylski, K. Pyta, B. Brzezinski, ,, Synthesis and structural investigations of new aza-
derivatives of 16-membered macrolide antibiotic — josamycin”, POSTER

7. Central European School on Physical Organic Chemistry, 08-12 czerwiec 2011, Przesicka.
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K. Pyta, P. Przybylski, ,, Spectroscopic and physico-chemical properties of aza-derivaties present in different
tautomeric forms”, POSTER

8. Polish School of Crystallography Chemical Crystallography of the XXI-st Centary, 5-11 September 2011,
Giertoz, B. Wicher, K. Pyta, P. Przybylski, M. Gdaniec, ,, Tautomeric forms and conformers of rifampicin in
the solid state”, POSTER

9. Central European School om Physical Organic Chemistry, 07-11.05.2012, Przesicka, K. Klich, K. Pyta, A.
Olsztynska, P. Przybylski, J. Stefanska, ,, Synthesis and structure of new rifampicin analogues — spectroscopic
evidence of the presence of zwitterionic forms”, POSTER

10. Central European School om Physical Organic Chemistry, 07-11.05.2012, Przesieka, A. Olsztynska, K.
Pyta, K. Klich, P. Przybylski, ,, Synthesis and structure of new Rifampicin analogues — spectroscopic evidence
of the presence of zwitterionic forms”, Anna Olsztynska, Krystian Pyta, Katarzyna Klich, Piotr Przybylski,
POSTER

po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

11. Central European School on Physical Organic Chemistry, 27-31.05.2013, Przesicka, K. Klich, K. Pyta,
P. Przybylski, ,,The ElcB elimination as an efficient method leading to obtain of novel derivatives of
leucomycin A3”, POSTER

12. BIT’s 4th Annual International Congress of Medichem-2013, Chiny, Haikou, 13-16.11.2013, K. Pyta, P.
Przybylski, K. Klich, J. Domagalska, ,, From the Proton Transfer within Structure of Rifamycin Antibiotics
to Mechanism of Inhibition of Bacterial RNA Polymerase Dependent on DNA”, POSTER

13. BIT’s 4th Annual International Congress of Medichem-2013, Chiny, Haikou, 13-16.11.2013, K. Pyta, P.
Przybylski, K. Klich, J. Domagalska, W. Schilf, B. Kamienski, ,, Investigation of proton transfer process in
rifampicin in the solid state”, POSTER

14. Chiralnos¢: od czasteczki elementarnej do uniwersum, Polska, Poznan, Wydziat Chemii UAM, 7.06.2013,
P. Przybylski, K. Pyta, K. Klich, ,, Transformation of josamycin in solution — Michael addition or SN2
substitiution”, POSTER

15. Chiralno$¢: od czateczki elementarnej do uniwersum, Polska, Poznan, Wydziat Chemii UAM, 7.06.2013,
P.Przybylski, K. Pyta, J. Domagalska, K. Klich, ,, Regioselective proton transfer within 3-formylrifamicin SV
derivatives”, POSTER

16. VIII'" SYMPOSIUM: Nuclear magnetic resonance in chemistry, physics and biological sciences,
Warszawa, 24 — 26 .09.2014, K. Klich, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Aplication of 1D and 2D NMR spectroscopy
to determination of novel spiramycin derivatives structures”’, POSTER

17. VII*" SYMPOSIUM: Nuclear magnetic resonance in chemistry, physics and biological sciences,
Warszawa, 24 — 26 .09.2014, J. Domagalska, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Applictaion of 1D and 2D NMR
spectroscopy to determination of novel josamycin derivatives structures”, POSTER

18. TETRAHEDRON SYMPOSIUM, 16-19.06.2015, Berlin, Niemcy, K. Pyta, M. Blecha, P. Przybylski,
., New Gossypol Schiff bases containing 1,2,3-triazole rings”, POSTER

19. TETRAHEDRON SYMPOSIUM, 16-19.06.2015, Berlin, Niemcy, J. Domagalska, K. Pyta, P. Przybylski,
,,Diastereo- and regioselective functionalisation of josamycin aglycone using untypical reaction in dienol
sysytem”, POSTER

20. TETRAHEDRON SYMPOSIUM, 16-19.06.2015, Berlin, Niemcy, K. Klich, K. Pyta, P. Przybylski,
,,Regio- and Stereospecific functionalization of 16-membered Lactone Aglycone of

Macrolide type Antibiotics via Intramolecular cascade reactions”, POSTER

21. Frontiers in Medicinal Chemistry 2015, 14-16.09.2015, Antwerpia, Belgia, K. Pyta, M. Blecha P.
Przybylski, ,, New Gossypol Schiff bases containing 1,2,3-triazole rings”, POSTER

22. Frontiers in Medicinal Chemistry 2015, 14-16.09.2015, Antwerpia, Belgia, P. Przybylski, K. Klich, J.
Domagalska, K. Pyta, , Stereo- and Regioselective modification of spiramycin and josamycin lactone
aglycones as a source of novel type inhibitors of 508 ribosomal subunit”, POSTER

23. TRAMECHVIII 2015, 11-15.11.2015, Antalya, Turcja, K. Pyta, J. Domagalska, P. Przybylski, ,, Synthesis
of new heterocyclic derivatives of josamycin via Sn2 " and dipolar cycloaddition of CUAAC type”’, POSTER
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24. TRAMECHVIII 2015, 11-15.11.2015, Antalya, Turcja, K. Klich, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Regio- and
stereospecific functionalization of 16-membered lactone aglycone of macrolide type antibiotics via
intramolecular cascade reactions”, POSTER

25. TRAMECHVIII 2015, 11-15.11.2015, Antalya, Turcja, P. Przybylski, K. Klich, J. Domagalska, K. Pyta,
,,Regio- and steroselective “cascade” and “click” modifications of macrolide antibiotics as a source of new
heterocyclic antibacterial agents”, PREZENTACJA USTNA

26. XIII Seminarium Doktorantéw ,,Na pograniczu chemii i biologii”, 31.05-3.06.2015 Karpacz, Poland, K.
Klich, K. Pyta, P. Przybylski, , Funkcjonalizacja aglikonu Spiramycyny przez zastosowanie regio- i
stereoselektywnych reakcji kaskadowych”, PREZENTACJA USTNA

27. XII Ogolnopolskie Seminarium Doktorantéw, ,, Na pograniczu Chemii i Biologii”, 31.05-01.06.2015
Karpacz, POLAND, J. Domagalska, K. Pyta, P. Przybylski, , PREZENTACJA USTNA ,, Modyfikacja
aglikonu Josamycyny z wykorzystaniem regioselektywnej substytucji nukleofilowej typu SNI1° i dipolarnej
cykloaddycji Huisgena”, PREZENTACJA USTNA

27. XIII Ogolnopolskie Seminarium Doktorantow, ,,Na pograniczu Chemii i Biologii”, 31.05-01.06.2015

Karpacz, POLAND, D. Czerwonka, P. Przybylski, K. Pyta, M. Kubicka, M. Gajecka, F. Bartl, ,, Makrolidy -
struktura i wlasciwosci koordynacyjne a aktywnosé biologiczna”, PREZENTACJA USTNA

28. 58 Zjazd naukowy PTChem, 21-25 wrzesien 2015 Gdansk, POLAND, D. Czerwonka, J. Domagalska, M.
Kubicka, M. Gajecka, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Structure and antimicrobial activity of new derivatives of 3-
formylryfamycin SV containing crown-ethers and L-amino acids”, POSTER

29. European Congress on Magnetic Resonance, 5-10.07.2015, Praga, Republika Czeska, J. Domagalska, K.
Pyta, P. Przybylski, ,, Modyfication of the aglycone Josamycin using the regioselective nucleophilic
substitution SN1" type and dipolar Huisgen cycloaddition”, POSTER

30. 59 Zjazd naukowy PTChem i SITPChem, 19-23 wrzesien 2016, Poznan, POLAND, P. Przybylski, K.
Pyta, K. Klich, J. Domagalska, A. Janas, M. Gajecka, P. Pecyna, L. Celewicz, P. Ruszkowski, ,,Regio- and
stereoselective ,,Cascade” and ,,Click” modifications of macrolide lactone antibiotics”, SOIW09 (wyktad
sekecyjny)

31. 59 Zjazd naukowy PTChem i SITPChem, 19-23 wrzesien 2016, Poznan, POLAND, ” J. Domagalska, A.
Janas, K. Pyta, P. Pecyna, P. Ruszkowski, L. Celewicz, M. Gajecka, F. Bartl P. Przybylski, ,,Synteza i
struktura nowych eterowych C(13)-podstawionych pochodnych leukomycyn”, POSTER

32. 59 Zjazd naukowy PTChem i SITPChem, 19-23 wrzesien 2016, Poznan, POLAND, D. Czerwonka, K.
Pyta, M.M. Kubicka, M. Gajecka, P. Pecyna, P. Przybylski, J. Domagalska, ,,Structure and antibacterial
activity of new amino derivatives of 3-formylrifamycin SV containing crow ethers and L-aminoacids”,
POSTER

33. 60 Zjazd Naukowego Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 17-21 IX 2017, Wroctaw; A. Janas, K. Pyta,
P.Przybylski, ,, Modyfikacje aglikonu erytromycyny poprzez reakcje dipolarnej cykloaddycji Huisgena”,
POSTER

34. 6" IAPC Meeting, Sixth World Conference on Physico-Chemical Methods in Drug Discovery & Third
World Conference on ADMET and DMPK, 4-7 IX 2017, Zagrzeb, A.Janas, K.Pyta, K. Pyta-Klich, J.
Domagalska P.Przybylski, ,,Synthesis, structure, antibacterial and anticancer activity of new macrolide
antibiotics analogs”’;; POSTER

35. 2" International Conference on Pharmaceutical Chemistry, 2-4 X 2017, Barcelona, K. Pyta, K.Pyta-Klich,
A. Janas, J. Domagalska, P. Przybylski, ,,Cascade approach to modification of lactone macrolide antibiotics”,
POSTER

36. 2" International Conference on Pharmaceutical Chemistry, 2-4 X 2017, Barcelona; P. Przybylski, A.
Janas, K.Pyta-Klich, J. Domagalska, K. Pyta, Franz Bartl, ,,Synthesis, antibacterial and anticancer potency
of new lactone and lactam macrolide derivatives”, PREZENTACJA USTNA

37. 10" World Congress on Medicinal Chemistry and Drug, 14-15 VI 2018, Barcelona, A. Janas, K. Pyta, P.
Przybylski, ,,Synthesis and structure-activity relationship of a new derivatives of 14- and 15-membered
macrolide antibiotics containing rebuilt saccharide arms”, PREZENTACJA USTNA

38. Chemistry Beyond Nature, 21-22 VI 2018, Poznan, M. Szukowska, K. Pyta, A. Janas, P. Pecyna, M.
Jaworska, M. Gajecka, F. Bartl, P. Przybylski, ,, Ansa-bridge movement implicated by the presence of different
substituents at quinone ring of geldanamycins”, POSTER

39. 24" Conference on Isoprenoids, 9-12 IX 2018, Biatystok, A. Janas, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Synthesis and
structure-activity relationship of a new derivatives of 14-,15- and 16-membered macrolide antibiotics
containing rebuilt saccharide arms”, POSTER
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40. 24" Conference on Isoprenoids, 9-12 IX 2018, Biatystok, K. Pyta, M. Szukowska, N. Skrzypczak, A.
Janas, M. Gdaniec, P. Przybylski, ,, Influence of C-17 substituents at quinone ring on conformational
flexibility of geldanamycins”, POSTER

41. 24" Conference on Isoprenoids, 9-12 IX 2018, Biatystok, P. Przybylski, N. Skrzypczak, M. Szukowska,
K. Pyta, A. Janas, B. Wicher, M.Gdaniec, P. Pecyna, M. Gajecka, ,,Basket-like lactam macrolides —
modifications and structure — activity relationship studies”, PREZENTACJA USTNA

42. 61 Zjazd Naukowego Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 17-21 IX 2018, Krakéw, N. Skrzypczak, M.
Szukowska, K. Pyta, A. Janas, M. Gdaniec, P. Przybylski, ,,New quinone-functionalized derivatives of
geldanamycin- structure and biological implications”, POSTER

43. X Poznanska Konferencja Naukowa ,,Chemia i przemyst”’, 30 XI 2018, Poznan, N. Skrzypczak, M.
Szukowska, K. Pyta, M. Gdaniec, A. Janas, P. Przybylski, ,, Blokowanie funkcji biatek chaperonowych (Hsp)
przez pochodne geldanamycyny jako efektywna droga do uzyskania srodkow przeciwnowotworowych”,
POSTER

44. X Poznanska Konferencja Naukowa ,,Chemia i przemyst”, 30 XI 2018, Poznan, M. Szukowska, N.
Skrzypczak, K. Pyta, A. Janas, M. Gdaniec, P. Przybylski, ,, Nowe ryfamycynowe inhibitory bakteryjnych
polimeraz RNA - synteza i wlasciowosci, aktywnoS¢ przeciwbakteryjna i molekularny mechanizm dzialania”,
POSTER

45. IV Ogolnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow ,,BioOrg 20227,
3.12.2022, Poznan, E. Smolarz, A. Smoczynska, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Synteza nowych-pirolidynowych
pochodnych spiramycyny zawierajgcych sfunkcjonalizowane ugrupowanie heterocykliczne wykorzystane w
reakcji sprzegania Hecka”, POSTER

46. IV Ogolnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow ,,BioOrg 20227,
3.12.2022, Poznan, A. Smoczynska, E. Smolarz, K. Pyta, P. Przybylski, ,, Synteza nowych bicyklicznych-
pirolidynowych pochodnych spiramycyny zawierajgcych sfunkcjonalizowane ugrupowanie heterocykliczne
wykorzystywane do reakcji cykloaddycji Huisgena”, POSTER

7. Pozostale istotne informacje dotyczace pracy naukowej
7.1 Dorobek naukowy

W trakcie mojej karierze naukowej zajmowalem si¢ kilkoma zwigzkami pochodzenia
naturalnego lub ich syntetycznymi pochodnymi. Zwigzki te to przede wszystkim antybiotyki
makrocykliczne — ansamycyny (rifampicyna i jej analogi oraz geldanamycyna) oraz
makrolidy laktonowe 14-cztlonowe (klarytromycyna), 15-cztonowe (azytromycyna) i 16-
cztonowe (josamycyna 1 spiramycyna). Innym zwigzkiem, ktory wzbudzit moje
zainteresowanie byt gossypol (polifenolowy biseskwiterpen) 1 kolchiceina (alkaloid

tropolonowy).

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora mialem przyjemnos$¢ zajmowac si¢ 16-
cztonowym laktonowym antybiotykiem — josamycyng. W wyniku badan, w ktorych bratem
udzial udato si¢ po raz pierwszy otrzymaé o,B-nienasycony uktad laktonowy dla tego typu
antybiotykdw oraz wyjasni¢ mechanizm tego procesu (publikacja nr 9, Tabela §). Bratem
takze udzial w poszukiwaniu inhibitorow bakteryjnej podjednostki rybosomalnej 50S,
tematyka ta byla §cisle zwigzana z projektem finansowany przez NCN w ramach konkursu
»SONATA BIS” (bytem wykonawcg). Celem tego projektu bylo przeprowadzenie
modyfikacji antybiotykéw makrolidowych w obrebie makrocyklicznego uktadu laktonowego
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zwanego aglikonem. W roku 2015 ukazata si¢ praca w Journal of Organic Chemistry, w ktorej
zostal opisany proces modyfikacji aglikonu spiramycyny na drodze regio- i
stereoselektywnych reakcji kaskadowych: dwodch reakcji typu ElcB prowadzacych do
uzyskania a,f,0,y-dinienasyconego aglikonu spiramycyny oraz reakcji addycji typu 1,2 1
nastepczej reakcji addycji typu 1,6 do ukladu nienasyconego laktonu. Powyzsze
przeksztalcenia doprowadzily do uzyskania nowego typu pochodnych spiramycyn (praca
doktorska dr Katarzyny Klich — pelitem rol¢ promotora pomocniczego) (publikacja nr 25,
Tabela 8). W 2016 roku zostata opublikowana z kolei praca przedstawiajaca regio- i
stereoselektywna rekcje Sn1™ prowadzaca do otrzymania nowych pochodnych leukomycyn w
pozycji C-13 w pierScieniu aglikonowym spiramycyn (praca doktorska dr Joanny
Domagalskiej — pelitem rol¢ promotora pomocniczego) (publikacja nr 26, Tabela §). W
kolejnych dwoéch pracach zostaty otrzymane serie nowych pochodnych, ktore sg rozwinigciem
poprzednich prac. Przeprowadzone badania aktywno$ci biologicznej wykazaly po raz
pierwszy, ze dla tego typu zwigzkow pojawia si¢ interesujaca aktywnosé

przeciwnowotworowa (publikacje nr 28 i 29, Tabela 8).

Z kolei w ramach projektu OPUS 10, w ktérym bylem wykonawcg tematyka badawcza
obejmowata badania nad potsyntetycznymi antybiotykami makrolidowymi. W wyniku
realizacji tego projektu udato si¢ wykaza¢, ze chemia tych antybiotykéw jest niezwykle
ciekawa i ma ona zwigzek z reakcjami wewnatrzczasteczkowymi. Kluczowym zwigzkiem byt
nietypowy P-keto-keteno-acetal, ktéry ma odwrocong konfiguracje na atomie wegla C(13).
Zwiazek ten w wyniku kolejnych przeksztalcen mozna otworzy¢ otrzymujac ketolid, ktory
jest epimerem zwigzku posredniego. W warunkach zasadowych natomiast mozna otrzymac
mieszaning dwdch izomeréow posiadajacych nienasycony uktad sprz¢zony z ugrupowaniem

ketonowym w pozycji C(3) (publikacja nr 38, Tabela 8).

Innym niezwykle ciekawym projektem, w ktorym bratem udziat byl zwigzany z
modyfikacjami benzochinonowej ansamycyny — geldanamycyny (OPUS 13 — bylem
wykonawcg). W wyniku prac badawczych w tym projekcie udato si¢ uzyska¢ nowy typ
pochodnych dla tej grupy zwiazkoéw. W trakcie kaskadowej reakcji rdzen benzochinonowy
aminowych pochodnych ansamycyn zostal przeksztalcony w uklad benzooksazolowy.
Przeksztalcenia tego typu dajg mozliwosci dalszych modyfikacji i majg interesujacy wptyw

na aktywnos¢ przeciwnowotworowg (publikacja nr 40, Tabela 8).
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Do tej pory jestem wspotautorem 40 publikacji naukowych z listy JCR (Tabela 8), z czego
8 publikacji [H1-H8] stanowi osiagni¢gcie naukowe bedace podstawg postepowania
habilitacyjnego. Jestem pierwszym oraz/lub autorem korespondencyjnym w 12 z 40
publikacji. Sumaryczna ilo$¢ 758 cytowani (673 bez autocytowan) daje indeks Hirsha rowny

13 — zrédto danych: Web of Science (Rysunek 15)
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Rysunek 15 Dorobek naukowy i cytowani na rok. Zrédto danych: Web of Science.

Tabela 8 Lista publikacji przed i po uzyskaniu stopnia doktora. Wszystkie czasopisma znajdujg sie w bazie JCR. Dane
naukometryczne dla IFs.etni pobrane za rok 2022, dla dwdch publikacji rok ostatniej znanej wartosci podano w nawiasie.

rzed uzyskaniem stopnia doktora

Przybylski, P., Pyta, K., Ratajczak-Sitarz, M., Katrusiak, A., Brzezinski, B., | 1,433 1,4
»X-ray, FT- IR ESI MS and PMS5 studies of Schiff base of gossypol Wlth
allylamine and its complexes with alkali metal cations and perchlorate anion”
Struct. Chem. 19, (2008), 983-995

DOI: 10.1007/511224-008-9385-9, link

2. Przybylski, P., Pyta, K., Wicher, B., Gdaniec, M., Brzezinski, B., ,, Structure | 1,594 32
of a new Schiff base of gossypol with I-(3-aminopropyl)-2-pyrrolidinone
studied by the X-ray, FT-IR, NMR, ESI-MS and PM5 methods” J. Mol. Struct.
889, (2008), 332-343
DOI: 10.1016/j.molstruc.2008.02.028, link

3. Przybylski, P., Huczynski, A., Pyta, K., Brzezinski, B., Bartl, F., , Biological | 2,879 2,3
properties of Schiff bases and azo derivatives of phenols” Curr. Org. Chem.
13, (2009), 124-148
DOI:10.2174/138527209787193774, link

4. Przybylski, P., Pyta, K., Remlein-Starosta, D., Schroeder, G., Brzezinski, B., | 2,650 2,6
Bartl, F., ,, Antifungal activity of alkyl and heterocyclic aza-derivatives of
gossypol as well as their complexes with NaClO4 against Fusarium
oxysporum f. sp. lupini” Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, (2009), 1996-2000
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DOI:10.1016/j.bmcl.2009.02.051, link

Przybylski, P., Pyta, K., Brzezinski, B., ,,Complexes of heterocyclic aza-
derivatives of phytoalexin from cotton plant-gossypol with alkali metal
cations and perchlorate anion studied by ESI mass spectrometric method in
the positive and negative modes” J. Mass. Spectrom. 44, (2009), 838-846
DOI:10.1002/jms.1559, link

3,411

2,0

Przybylski, P., Pyta, K., Ratajczak-Sitarz, M., Katrusiak, A., Brzezinski, B.,
»otructure of a New Schiff Base of Gossypol with Ethyl 4-Amino-1-
piperidine Carboxylate in the Solid and in the Solution” Polish J. Chem. 83,
(2009), 747-759

0,523

0,38
(2011)

Przybylski, P., Pyta, K., Brzezinski, B., ,,Fragmentation pathways of new aza
derivatives of 16-membered macrolide antibiotic — analog of Josamycin
investigated by ESI and FAB mass spectrometric methods” J. Mass.
Spectrom. 44, (2009), 1395-1401

DOI:10.1002/jms.1612, link

3,411

2,0

Przybylski, P., Pyta, K., Stefanska, J., Ratajczak-Sitarz, M., Katrusiak, A.,
Huczynski, A., Brzezinski, B., ,,Synthesis, crystal structures and antibacterial
activity of Aza-derivatives of bissesquiterpene from cotton plants - gossypol”
Eur. J. Med. Chem. 44, (2009), 4393-4403
DOI:10.1016/j.ejmech.2009.05.032, link

3,269

6,5

Przybylski, P., Pyta, K., Brzezinski, B., ,Unexpected o,B-unsaturated
products of reductive amination of the macrolide antibiothic josamycin”
Tetrahedron Lett. 50, (2009), 6203-6207

DOI:10.1016/j.tetlet.2009.08.118, link

2,660

1,8

10.

Pyta K., Przybylski P., Schilf W., Kolodziej B., Szady-Chetmieniecka A.,
Grech E., Brzezinski B., ,,Spectroscopic and theoretical studies of the
protonation of N-(5-nitrosalicylidene)-ethylamine” J Mol Struct. 967, (2010),
140-146

DOI:10.1016/j.molstruc.2010.01.002, link

1,599

3,2

1.

Pyta K., Przybylski P., Huczynski A., Hoser A., Wozniak K., Schilf W.,
Kamienski B., Grech E., Brzezinski B. ,X-ray, spectroscopic and
computational studies of the tautomeric structure of a new hydrazone of 5-
nitrosalicylaldehyde with indole-3-acetic hydrazide” J Mol Struct. 970,
(2010), 147-154

DOI:10.1016/j.molstruc.2010.02.068, link

1,599

3,2
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Przybylski, P., Pyta, K., Stefanska, J., Brzezinskia, B., Bartl, F. ,,Structure
elucidation, complete NMR assignment and PMS5 theoretical studies of new
hydroxy-aminoalkyl-a,B-unsaturated derivatives of the macrolide antibiotic
josamycin” Magn. Reson. Chem. 48, (2010), 286-296
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physico-chemical properties of gossypol Schiff bases” Org. Biomol. Chem. 8
(24), (2010), 5511-5518

DOI:10.1039/c00b00288g, link

3,451

3,0

15.

Pyta K., Przybylski P., ,,MALDI-TOF tandem mass spectrometric analysis of
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16. Przybylski P., Pyta K., ,,Transformation of josamycin in alkaline solution - | 2,683 1,8
Intramolecular Sn2 substitution or ElcB elimination and intramolecular
Michael addition?” Tetrahedron Letters 52 (47), (2011), 6275-6280
DOI:10.1016/j.tetlet.2011.09.086, link

17. Pyta K., Przybylski P., Wicher B., Gdaniec M., Stefaniska J., ”Intramolecular | 3,568 3,0
proton transfer impact on antibacterial properties of ansamycin antibiotic
rifampicin and its new amino analogues” Org. Biomol. Chem. 8, (2012), 2385-

2388
DOI:10.1039/c20b00008c, link
18. Wicher B., Pyta K., Przybylsk, P., Tykarska E., Gdaniec M. | 0,492 0,7

»Redetermination of rifampicin penta-hydrate revealing a zwitterionic form
of the anti-biotic” Acta Crystallographica Section C: Crystal Structure
Communications, 68 (5), (2012), 0209-0212.
DOI:10.1107/S0108270112015296, link
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19. Pyta K., Przybylski P., Klich K., Stefanska J., ,,A new model of binding of | 3,568 3,0
rifampicin and its amino analogues as zwitterions to bacterial RNA
polymerase” Org. Biomol. Chem. 10, (2012), 8283-8297
DOI:10.1039/c20b26317c, link

20. Przybylski P., Pyta K., Klich K., Schilf W., Kamienski B., ,,)*C and >N | 1,179 1,8
CP/MAS, 'H-'N SCT CP/MAS and FTIR spectroscopy as tools for
qualitative detection of the presence of zwitterionic and nonionic forms of
ansa-macrolide 3-formylrifamycin SV and its derivatives in solid state” Magn.
Reson. Chem. 52 (1-2), (2014), 10-21, [H2]

DOI:10.1002/mrc.4028, link

21. Pyta K., Przybylski P., Klich K., Schilf W., Kamienski B., Grech E., | 1,837 1,4
Kotodziej B., Szady-Chelmieniecka A., Brzezinski B., ,Impact of metal
cation complexation and protonation on tautomeric and resonance forms of
the oxaalkyl Schiff bases derived from 5-substituted salicylaldehyde and 2-
hydroxy-1-naphthlaldehyde” Struct. Chem. 25 (6), (2014), 1733-1746
DOI:10.1007/s11224-014-0447-x, link

22. Pyta K., Klich K., Domagalska J., Przybylski P., ,,Structure and evaluation of | 3,447 6,5
antibacterial and antitubercular properties of new basic and heterocyclic 3-
formylrifamycin SV derivatives obtained via 'click chemistry' approach” Eur.
J. Med. Chem. 84,(2014), 651-676, [H3]
DOI:10.1016/j.ejmech.2014.07.066, link

23. Pyta K., Przybylski P., Bartl F., , Regioselective long-range proton transfer in | 3,138 3,0
new rifamycin antibiotics: A process in which crown ethers act as stronger
brensted bases than amines” ChemPhysChem, 16 (5), (2015), 938-942, [H6]
DOI:10.1002/cphc.201402892, link

24. Przybylski P., Pyta K., Czerwonka D., Kubicka M.M., Gajecka M., ,, The | 2,486 2,6
effect of complexation of 3-formylrifamycin SV macrocyclic ether
derivatives with metal cations and small nitrogen-containing organic
molecules on antibacterial activity against S. aureus and S. epidermidis”
Bioorg. Med. Chem. Lett. 25 (18), (2015), 3903-3909, [H7]
DOI:10.1016/j.bmcl.2015.07.043, link
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Klich K., Pyta K., Przybylski P., ,Regio- and Sterecoselective
Functionalization of 16-Membered Lactone Aglycone of Spiramycin via
Cascade Strategy” J. Org. Chem. 80 (14), (2015), 7040-7049
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CuAAC type” Tetrahedron Lett. 57 (15), (2016), 1661-1666
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4,519

6,5

28.

Klich K., Pyta K., Kubicka M.M., Ruszkowski P. Celewicz L. Gajecka M.
Przybylski P., ,,Synthesis, Antibacterial, and Anticancer Evaluation of Novel
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groups” Bioorg. Med. Chem. Lett, 26 (17), (2016), 4322-4326, [H1]
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2,454

2,6

31.

Rogalski S., Zak P., Tadeuszyk N., Pyta K., Przybylski P., Pietraszuk C.,
,»The mechanism of activation of amidobenzylidene ruthenium chelates-latent
catalysts of olefin metathesis” Dalton Transactions, 46 (4), (2017), 1277-
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4,099
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32.
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DOI:10.1021/acs.cgd.7b01121, link

4,153

3,6

33.

Przybylski P., Pyta-Klich K., Pyta K., Janas A., ,,Cascade reactions as
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DOI:10.1016/j.tet.2018.09.022, link

2,379

1,9

34.
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36. Skrzypczak N., Pyta K., Ruszkowski P., Gdaniec M., Bartl F., Przybylski P., | 6,514 6,5
»Synthesis, structure and anticancer activity of new geldanamycin amine
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DOI:10.1016/j.ejmech.2020.112624, link

37. Skrzypczak N., Pyta K., Ruszkowski P., Mikotajczak P., Kucinska M., | 5,756 5,2
Murias M., Gdaniec M., Bartl F., Przybylski P., ,, Anticancer activity and
toxicity of new quaternary ammonium geldanamycin derivative salts and their
mixtures with potentiators” J. Enz. Inhibit. Med. Chem., 36, (2021), 1898-
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DOI:10.1080/14756366.2021.1960829, link
38. Janas A., Pyta K., Gdaniec M., Przybylski P., ,, An Approach to Modify 14- | 3,6 34

Membered Lactone Macrolide Antibiotic Scaffolds” J. Org. Chem., 87,
(2022), 3758-3761
DOI:10.1021/acs.joc.1¢02799, link

39. Pyta K., Skrzypczak N., Ruszkowski P., Bartl F., Przybylski P., | 5,6 5,2
»Regioselective approach to colchiceine tropolone ring functionalization at
C(9) and C(10) yielding new anticancer hybrid derivatives containing
heterocyclic structural motifs” J. Enz. Inhibit. Med. Chem., 37, (2022), 597-
605
DOI:10.1080/14756366.2022.2028782, link

40. Skrzypczak N., Pyta K., Bohusza W, Le$niewska A., Gdaniec M., 3,6 34
Ruszkowski P., Schilf W., Bartl F., Przybylski P., ,,Cascade transformation
of the ansamycin benzoquinone core into benzoxazole influencing anticancer
activity and selectivity” J.  Org. Chem., 87, (2023), DOI:
10.1021/acs.joc.3c00493
DOI:10.1021/acs.joc.3¢00493, link

Sumarycznie po doktoracie

Srednia/publikacje

Sumarycznie 126,529 130,438
Srednia sumaryczna 3,163 3,261

7.2 Granty i projekty naukowe

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

1. ,JUVENTUS PLUS” finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
numer grantu: 0366/1P3/2013/72, tytut grantu: ,,Projektowanie i synteza nowej klasy
triazolowych pochodnych gossypolu, jako efektywnych fungicydoéw, z zastosowaniem
chemii click”, okres realizacji: w latach 2013-2015, kwota dofinansowania: 227 650
PLN, KIEROWNIK.

2. ,Miniatura” finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, numer grantu: , tytut grantu:
»Badanie reaktywnosci modyfikowanego aglikonu 14-cztonowych makrolidow
laktonowych”, okres realizacji od 5.10.2023 roku , kwota dofinansowania: 49 991 PLN,
KIEROWNIK.
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»SONATA BIS 17 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, numer grantu:
2012/05/E/ST5/03792, tytut grantu: ,,Modyfikacje aglikonu leukomycyn przez addycje
Michaela i dipolarng cykloaddycje Huisgena jako nowe drogi otrzymania inhibitorow
podjednostki rybosomalnej 50S”, okres realizacji: w latach 2013-2016, kwota
dofinansowania: 986 800 PLN , WYKONAWCA.

»OPUS 3”7 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, numer grantu:
2011/03/B/ST5/01014 tytut grantu: ,,Projektowanie i synteza nowych analogdéw
rifampicyny jako zrodto efektywnych inhibitorow bakteryjnej polimerazy RNA”, okres
realizacji: w latach 2012-2015, kwota dofinansowania: 615000 PLN, GEOWNY
WYKONAWCA.

»OPUS 10” finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, MUMER GRANTU:
UMO-2015/19/B/ST5/00231, TYTUL GRANTU: ,,Funkcjonalizacja 14-cztonowego
pierScienia laktonowego Erytromycyn jako nowe zrodlo potsyntetycznych
antybiotykow makrolidowych”, okres realizacji: w latach 2016-2020, kwota
dofinansowania: 745 500 PLN, WYKONAWCA.

OPUS 13 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, numer grantu: UMO-
2017/25/B/ST5/00291 tytut grantu: ,,Chemiczne modyfikacje makrocyklicznego
poliketydu -geldanamycyny otwierajace dostgp do nowych alternatywnych $rodkow
przeciwnowotworowych blokujacych aktywnos¢ biatek chaperonowych Hsp90”, okres
realizacji: w latach 2018-2021, kwota dofinansowania: 1 175 000 PLN,
WYKONAWCA.

(potwierdzenia przyznania, prowadzenia, udzialu w projekcie w zalgczniku nr 8)

7.3 Nagrody i wyrdznienia

przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. 2011 Laureat stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej ,,START — Stypendium dla mtodych
utalentowanych naukowcow”
2011 Stypendysta Fundacji im. Adama Mickiewicza

2012 Stypendysta Miasta Poznania

2.
3.

po uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. 2020 Nagroda Il klasy Rektora UAM

7.4 Plany na przyszlos¢

W zwigzku z tym, Ze zostatem laureatem programu ,,Miniatura edycja 7” (potwierdzenie

w zatagczniku nr 8) moja uwaga w najblizszym czasie bedzie skupiona na 14-cztonowych

antybiotykach makrolidowych. Glownym zalozeniem tego projektu jest zbadanie
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reaktywnosci zwigzkéw, ktore zostaty otrzymane i opisane w pracy (Janas A., Pyta K.,
Gdaniec M., Przybylski P., ,, An Approach to Modify 14-Membered Lactone Macrolide
Antibiotic Scaffolds” J. Org. Chem., 87, (2022), 3758-3761, DOI:10.1021/acs.joc.1c02799,
link). Zsyntezowane zwigzki mogg okaza¢ si¢ prekursorami kolejnej generacji antybiotykdw
z grupy l4-czlonowych makrolidow 1 z tego powodu zostang przebadane pod katem
aktywnosci biologicznej — badania przeciwbakteryjne oraz przeciwnowotworowe. Natomiast
samo ustalenie reaktywno$ci zmodyfikowanego aglikonu umozliwi precyzyjnie zaplanowac
typ oczekiwanych pochodnych o okreslonym profilu aktywnos$ci biologicznej. W rezultacie
wyniki tych badan umozliwia w racjonalny sposob zaplanowaé typ podstawnika
wprowadzonego do czeSci aglikonowej antybiotykow makrolidowych, tak aby

zmaksymalizowac efekt biologiczny (aktywno$¢ przeciwbakteryjng i przeciwnowotworowa).

Biorgc pod uwage doswiadczenie zdobyte w tematyce antybiotykow
ansamycynowych, bede¢ chciat wykorzysta¢ t¢ wiedzg do zaprojektowania i otrzymania nowe;j
klasy ansamycyn o szerokim spektrum aktywnosci (szczegdlnie w kierunku bakterii Gram-
uyjemnym). W tym miejscu pragn¢ zaznaczyC, ze udowodnienie labilnosci konformacyjne;j
mostu ansamycynowego rifamycyn w roztworach zawierajacych czasteczki wody (RFB 1
RFX) rzuca nowe $wiatto na proces transportu tych antybiotykow przez blony komorkowe i
$ciany komorkowe bakterii. Bazujac na tych obserwacjach mozna skuteczniej planowac
struktury tych antybiotykow tak, zeby jak najbardziej uwypukla¢ elementy strukturalne
wplywajace na wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjng oraz poprawia¢ proces migracji przez

bariery biologiczne tych antybiotykow.

To, co jednak zainspirowato mnie najbardziej w dotychczasowej przygodzie z nauka
dotyczy szeroko rozumianych reakcji wewnatrzczasteczkowych, ktore napedzajg fascynujace
procesy transformacji (z mojego do§wiadczenia: 14- i 16-cztonowe makrolidy 1 ich reakcje
oraz tworzenie uktadow heterocyklicznych ansamycyn: benzooksazolowego dla aminowych
pochodnych geldanamycyny i uktad benzochinazolinowy dla aminowych pochodnych Ral).
Chcialbym w przysztosci rozwijac i1 sprawdzac reaktywnos¢ uktadow tego typu i podobnych,

w celu nie tylko rozwijania chemii, ale przede wszystkim w kierunku poszukiwania nowych

zwigzkow bioaktywnych, 1\
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