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Ocena pracy doktorskiej mgr Patryka Kasza pt. ”Synteza nowych azydkowych i
alkinowych znacznikéw fluorescencyjnych oraz znakowanie azydotymidyny oraz

innych czasteczek o znaczeniu biologicznym w ramach koncepcji click chemistry”

Od dwoch dekad click chemistry zapewnia naukowcom mozliwo$¢ syntezy nowatorskich
materialéw. Koncepcja click chemistry zostata opracowana, aby pomdc sprosta¢ wymaganiom
syntezy nowych bibliotek zwiazkéw w ramach ktdrej moduty molekularne tgczone sg ze soba,
tworzac wigksze, zdefiniowane struktury w sposob szybki i wydajny. Wykorzystuje si¢ pary
grup funkcyjnych, ktére szybko i selektywnie reaguja ze sobag w lagodnych warunkach
eksperymentalnych. Wybér kazdej reakcji opiera si¢ na jej selektywnosci, reaktywnosci,
biokompatybilnosci i stabilnosci. Celem tej nowatorskiej techniki byto wygenerowanie
selektywnych i modulowych substratow, ktdre mogg by¢ stosowane niezawodnie zaréwno w
malej, jak i duzej skali syntetycznej. Sharpless i inni badacze przekazali rygorystyczny zestaw
kryteriéw dla procesow lub reakcji, aby zaliczy¢ je do koncepcji click chemistry. Musza to by¢
reakcje modulowe o szerokim zakresie zastosowania przebiegajace z wysokimi wydajnosciami,
dostarczajgce, co najwyzej nieszkodliwych produktéw ubocznych, ktére mozna oddzieli¢
metodami innymi niz chromatograficzne (np. krystalizacja lub destylacja). Reakcje powinny
przebiega¢ w tagodnych warunkach, by¢ stereospecyficzne, a produkt musi pozostaé stabilny
w warunkach fizjologicznych. Wsrédd reakcji, ktore spetniajg te kryteria dipolarna cykloaddycja
[3+2] pozostaje czolowym przykladem takiej reakcji ze wzgledu na swojg prostote, stabilnos$¢



kinetyczng i tolerancj¢ dla réznych grup funkcyjnych i warunkéw reakcji. Badania nad 1,3-
dipolarna cykloaddycja prowadzil w latach 60-tych XX wieku wielki chemik organik Ralf
Huisgen. 1,3-dipolem mogg by¢ zwigzki zawierajace, jako atom centralny azot np.: ylidy,
nitryle, iminy nitrylu, tlenki nitrylu, azydki, ylidy azometinowe, nitrony. Dipolarofilami sa
najczesciej alkeny i alkiny lub ich heteroanalogi. Sposrod tych roznych typéw reakcji, to wlasnie
reakcja pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem, pozostajaca centralnym aspektem
syntetycznym omawianego doktoratu, zyskata najwigksza popularno$é. Dzigki duzej
roznorodnosci, szybkosci reakcji, prostocie jej prowadzenia i szerokiemu wachlarzowi
zastosowari, stala si¢ kluczem do produkcji nowych materialéw oraz szerokiego wachlarzu
bibliotek zwigzkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Gdy prawie 19 lat temu, w 2001
roku, Meldal i Sharpless odkryli katalityczny wptyw jonéw miedzi(I) na reakcje 1,3-dipolarnej
cykloaddycji Huisgena (copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition), oznaczana skrétowo
CuAAC, weszla na stale do kanonu podstawowych reakcji chemii medyczne;j.

Reakcja CuAAC moze by¢ stosowana w procesie biotransformacji zywych komoérek ze
wzgledu na réznorodnosé warunkéw prowadzenia reakcji, wysokg wydajno$é zachodzacego
sprzegania azydku z alkinem oraz fizjologiczng bierno$é substratéw i produktéw reakcji.
Reakcja zachodzi pomigdzy organicznym azydkiem a terminalnym alkinem w obecnos$ci jonow
miedzi (I) z wytworzeniem 1,4-dipodstawionego 1,2,3-triazolu, w przeciwienstwie do reakcji
niekatalizowanej, ktéra przebiega w wyzszych temperaturach, tworzgcej mieszanine
regioizomerdéw 1,4- i 1,5-triazolu. Szybko$¢ tej reakeji jest 107 razy wicksza niz w przypadku
konwencjonalnej reakcji termicznej, co oznacza, ze przebiega ona wydajnie w temperaturze
pokojowej. Niestety reakcje CuAAC nie w pelni spelniajg kryteria istotne w chemii
bioortogonalnej, gdyz jony miedzi(I) sg toksyczne dla organizméw zywych. Chemia
bioortogonalna, dynamicznie rozwijana w chwili obecnej, obejmuje reakcje, ktére nie zakl6caja
procesow biologicznych zachodzacych w organizmie. Reakcje te musza zachodzic w
srodowisku wodnym, substraty musza reagowaé szybko i selektywnie w warunkach
fizjologicznych i nie oddziatywa¢ z substancjami znajdujacymi si¢ w organizmie. Na poczgtku
XX wieku wykazano, Ze niektore reakcje CuAAC posiadajg autokatalityczny charakter. Jest to
spowodowane wilasciwos$ciami katalitycznymi powstajacych w reakcji politriazoli, ktére
kompleksujg jony Cu(l) oraz stabilizuja +I stopien utlenienia metalu. Dodatek do reakcji N-
donorowych ligandéw chelatujacych jony miedzi(I), prowadzi do zmniejszenia ilo$ci miedzi
oraz zwigksza wydajnos¢ i efektywnos¢ reakcji. Analizujac te zagadnienie w Katedrze Chemii
Organicznej UJ CM w zespole prof. Marka Cegly otrzymano ligand AMTC, 2-[4-
(dimetyloaminometylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo]cykloheksan-1-0l, = pozwalajacy  znaczaco



obnizy¢ stosowana w reakcji ilo§¢ miedzi przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej wydajnosci
reakcji. To znaczace osiggniecie podlega ochronie patentowej w Europie i na terenie Stanéw
Zjednoczonych. Tym samym reakcja katalizowanej miedzig (I) cykloaddycji azydkéw do
alkindw z udziatem liganda AMTC stanowi wydajne narzedzie syntetyczne, stosowane z
dobrym skutkiem réwniez w przedstawionej rozprawie doktorskiej. Hein i Fokin wskazali
alternatywe dla beztlenowych warunkéw stosowania soli Cu (I) poprzez zastosowanie tatwo
dostepnych i trwalych soli Cu (II), takich jak siarczanu miedzi (II) lub octan miedzi (II), w
obecnosci tagodnych reduktoréw, takich jak askorbinian sodu, hydrochinon czy tez
tris(karboksyetylo)fosfina. Tolerancja na tlen, wode, szeroki wachlarz pH charakterystyczny
dla ukladéw biologicznych czynig reakcje CuUAAC praktycznymi sposobami koniugacji lekéw
1 aktywnych bioczasteczek. Powstajacy w wyniku reakcji cykloaddycji 1,2,3-triazol posiada
szereg interesujacych wihasciwosci. Jest on elementem strukturalnym trwalym w szerokim
zakresie wartosci pH i mato wrazliwym na temperature roztworéw. Nie ulega rozpadowi pod
wplywem czynnikéw utleniajgcych ani hydrolizie w warunkach fizjologicznych. Dodatkowo
sama reakcja CuAAC charakteryzuje si¢ bioortogonalnoscia, co jest kluczowe w przypadku
reakcji zachodzacych w $rodowisku in vivo. Wszystkie powyzsze czynniki, wraz ze
spetnieniem kryteriow click chemistry sprawily, ze reakcja CuAAC wspomagana
kompleksujacymi jony miedzi N-donorowymi ligandami, stata si¢ doskonatym narzedziem
syntetycznym do tatwego i wydajnego taczenia czasteczek.

Doktorant w przedstawionej pracy wykorzystal zalety tej techniki syntetycznej do
rozwini¢cia metod znakowania fluorescencyjnego, co moze przyczyni¢ si¢ do poznawania
mechanizméw dziatania lekéw czy tez proceséw biochemicznych zachodzacych w zywej
komorce. Sledzenie loséw poprzez wizualizacje tych waznych biologicznie zwiazkow jest
kluczowe dla zrozumienia zachodzgcych proceséw i mechanizméw biologicznych, a takze
rozwijania nowych terapii farmakologicznych. Fluorescencyjne biokoniugaty mogg by¢
wykorzystywane w szerokim spektrum technik obrazowania (np. mikroskopia
fluorescencyjna), czy tez metod spektroskopowych (np. bezpromienistego rezonansowego
transferu energii-FRET). Wprowadzenie fluoroforu do zwigzku aktywnie biologicznego
stwarza wiele mozliwosci analizy, obrazowania i §ledzenia mechanizmu fluorescencyjnego
biokoniugatu. Produktem leczniczym, szeroko wykorzystywanym w znakowaniu
fluorescencyjnym jest posiadajaca grupe azydkowsa 3'-azydo-3'-deoksytymidyna, zwyczajowo
nazywana azydotymidyna (AZT). Zwigzek ten stanowi gldwny obiekt zainteresowania w
niniejszej pracy doktorskiej. Azydotymidyna zostala otrzymana jako potencjalny lek

przeciwnowotworowy przez Jerome’a Horomitza w 1964, jednakze nie znalazta zastosowania



w tej dziedzinie. W 1987 roku azydotymidyna zostala zarejestrowana, jako pierwszy lek
przeciwwirusowy blokujacy skutecznie namnazanie si¢ wirusa HIV. Stosowana samodzielnie
prowadzi jednak do wyodrebnienia szczepéw wirusa opornych na dziatanie leku. Obecnie
stosowana jest jedynie w terapii skojarzonej. W 1995 roku zainicjowano pierwsza
skojarzeniowa wysoko aktywng terapi¢ antyretrowirusowa (HAART) z udziatem
azydotymidyny oraz grupy zwigzkow obejmujacych inhibitory proteazy. Aktualnie terapie
wielolekowa HAART prowadzi si¢ w oparciu o podawanie pacjentom nie mniej niz trzech
lekéw antyretrowirusowych z trzech mozliwych grup: nukleozydowych inhibitoréw odwrotnej
transkryptazy (w tym azydotymidyny), nienukleozydowych inhibitoréw odwrotnej
transkryptazy oraz inhibitoréw proteazy.

Wybér tematu pracy doktorskiej mgr Patryka Kasza pt. ” Synteza nowych
azydkowych i alkinowych znacznikéw fluorescencyjnych oraz znakowanie azydotymidyny
oraz innych czasteczek o znaczeniu biologicznym w ramach koncepcji click chemistry”
obejmuje wigc zagadnienia istotne dla chemii medycznej o duzych walorach aplikacyjnych.

Uklad przedstawionej do recenzji pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z

podziatem na rozdzialy: Przeglad Literaturowy, Cel i Plan Badan, Wyniki i Dyskusje, Cze$¢
Eksperymentalng, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Bibliografic. W rozprawie
znajdziemy takze wykaz stosowanych skrotow. Praca doktorska mgr Patryka Kasza jest
obszerna, liczy 153 stron tekstu, w ktorych zawartych jest 50 rysunkéw i 3 tabele. Tabele i
ryciny umieszczono w tekscie, co znacznie ulatwia korzystanie z nich w trakcie czytania.
Doktorant postuguje si¢ precyzyjnym, zwigztym jezykiem naukowym, swobodnie poruszajac
si¢ w terminologii omawianych zagadnien. Zwraca uwage wielka staranno$é graficzna i
edytorska pracy. Pismiennictwo liczy 224 pozycji i jest wlasciwie dobrane i cytowane. We
wstepie pracy, liczacym 40 stron, Doktorant przedstawia informacje szeroko naswietlajace
zakres tematyczny podjetych badan. W rozdziatach tych Autor omawia zagadnienia dotyczace
zjawiska fluorescencji, omawia barwniki fluorescencyjne, metody laczenia barwnika ze
znakowanymi czgsteczkami oraz zastosowanie znakowanych zwigzkéw chemicznych. W
dalszej czgsci wstgpu Doktorant wprowadza czytelnika w zagadnienia koncepcji click
chemistry. Informacje zawarte w tej czgsci pracy stanowig wyczerpujace, jasne i przejrzyste
wprowadzenie do czesci doswiadczalnej dysertacji. Podsumowujac, rozdzial ten $wiadczy o
bardzo dobrej znajomosci aktualnego pismiennictwa, ogromnej wiedzy, solidnym i doglebnym
przygotowaniu Doktoranta do podjetych badan.

Celem pracy doktorskiej mgr Patryka Kasza jest rozwinigcie metodologii znakowania

fluorescencyjnego azydotymidyny oraz innych czasteczek o znaczeniu biologicznym w ramach



koncepcji click chemistry. W pierwszym etapie, do badaii wybrano barwnik fluorenylowy.
Waznym etapem tych badan bylo sprawdzenie uzyteczno$ci nowego barwnika w
chromatograficznej analizie iloSciowej azydotymidyny. Kolejng grupe barwnikow
rozwazanych w przedstawionej pracy doktorskiej sa barwniki z grupy Safirinium. Po raz
pierwszy barwniki te zostaly otrzymane w 2013 roku przez grupe badawcza dr hab. Jarostawa
Saczewskiego z Gdafiskiego Uniwersytetu Medycznego. Barwniki majg postaé¢ soli
wewnetrznej, gdzie stalym fragmentem jest uktad bicykliczny z 1,2,4- triazolem oraz
dwupodstawiony IV-rzgdowy atom azotu. Celem tego etapu rozprawy doktorskiej byta
modyfikacja barwnikéw Safirinium w pochodne alkinowe i azydkowe mozliwe do
wykorzystania w click chemistry.

Badania nad fluorenylem i jego triazolowymi pochodnymi zostaty podzielone na dwa
elementy, pierwszy pilotazowy dotyczy! badan nad wprowadzeniem fragmentu fluorenylu do
pochodnych 1,2,3-triazolu, bedacych produktami gléwnej reakeji cykloaddycji katalizowanej
jonami miedzig(I). Drugi aspekt badan dotyczyt syntezy barwnika z fragmentem
fluorenylowym, uzytecznego do reakcji CuAAC.

Synteza spirooksazolidynowych substratéw do reakcji znakowania fluorescencyjnego
zostata zaprojektowana w czterech etapach. W pierwszym etapie otrzymano trans-2-
azydocykloheksanol stosujac zmodyfikowang metoda Christoffersa i wspolpracownikow.
Nastepnie przeprowadzono reakcje cykloaddycji z zastosowaniem protokotu syntetycznego
wykorzystujgcego ligand AMTC. Reakcje przeprowadzono z okt-1-ynem, non-1-ynem,
tetradec-1-ynem i fenyloacetylenem, uzywajac 0,5-5 - molowy roztwér CuSO4i 1-10 - molowy
roztwér AMTC, uzyskujac kofcowe produkty z koficows wydajnoscig od 82 do 92%. W
nastgpnym etapie planowano utleni¢ otrzymane triazolowe pochodne alkoholi do ketondw.
Etap ten wymagal dlugiej optymalizacji, gdyz takie metody jak utlenianie Cornfortha, Stevensa,
Swerna, a takze uzycie wodoronadtlenku t-butylu, nadtlenku wodoru lub komplekséw
miedzi(Il) okazato si¢ nieefektywne. Dopiero zastosowanie nadjodanu Dess-Martina zapewnilo
wysokie wydajnosci koficowego produktu powyzej 95%. Ostatnim etapem syntezy bylo
utworzenie fragmentu spirocyklicznego we wczesniej otrzymanych zwigzkach. Otrzymane
ketony poddano reakcji z nadmiarem etanoloaminy w obecnosci weglanu potasu utatwiajacym
utworzenie pierscienia. Analiza widm 1H NMR otrzymanych produktéw wykazata obecnosé
distereoizomeréw cis i trans spirooksazolidyn w stosunku réwnomolowym. Etapem
syntetycznym kluczowym dla niniejszej pracy doktorskiej bylo przytaczenie fragmentu
fluorenylowego do otrzymanych spirooksazolidyn. Zastosowano procedure z uzyciem fmoc-Cl

w obecnosci weglanu potasu w dichlorometanie otrzymujgc odpowiednie mieszaniny



diastereoizomerow z dobrymi wydajnosciami rzedu 70-75%. Podjete przez Doktoranta préby
chromatograficznego rozdzielenia diasteroizomeréw zakoficzyly si¢ niepowodzeniem.
Doktorant dokonal petnej interpretacji strukturalnej widm NMR, z rozpoznaniem sygnaléw
pochodzacych od poszczegdlnych stereoizomerdéw z uzyciem metod spektroskopowych oraz
weryfikacji ewentualnego wpltywu fragmentu fluorenylu na znakowang czasteczke. Drugi
zakres przeprowadzonych badan, obejmowal analiz¢ widm absorpcyjnych i emisyjnych
otrzymanych fluorescencyjnych produktéw. W ramach dalszych badaf nad uktadem
fluorenylowym Doktorant otrzymal weglan 9H-fluoren-9-ylometylu prop-2-yn-1-ylu (PK12),
a nastepnie przeprowadzil reakcje CuAAC z wybranymi azydkami: trans-2-
azydocykloheksanolem, azydkiem benzylu, azydkiem tetradecylu, azydoglukoza oraz
acylowanymi pochodnymi glukozy i galaktozy, oraz azydotymidyng. Ponadto, dla reakcji 9H-
fluoren-9-ylometylu prop-2-yn-1-ylu z azydotymidyng Doktorant przeprowadzit optymalizacje
warunkéw reakeji z uwzglednieniem doboru rozpuszezalnika i wptywu N-donorowego ligandu
AMTC. Przeprowadzil takze badania trwatosci chemicznej otrzymanego barwnika PK12, ktore
wykazaly ze jest on stabilny w etanolowym roztworze w temperaturach 55 i 65°C przez 3
godziny. Fluorofor w barwniku ulegal degradacji w kwasowym i obojetnym pH, o czym
$wiadczy obnizanie si¢ absorbancji w czasie. W $rodowisku zasadowym nie zaobserwowano
degradacji fluoroforu, lecz zachodzaca hydrolizg tacznika estrowego objawiajgcg si¢ na widmie
punktem izozbestycznym przy dlugosci fali 260 nm. W badaniach biologicznych nad
cytotoksycznoscig barwnika PK12 i produktu jego kondensacji z azydotymidyng PK19
stwierdzono brak znaczace]j hepatotoksycznosci i neurotoksycznosci obu zwigzkow.
Kolejnym waznym osiggnigciem Doktoranta jest opracowanie nowej procedury analizy
jakosciowej i ilosciowej leku przeciwwirusowego azydotymidyny, ktéra polega na
derywatyzacji azydotymidyny za pomoca alkinowego znacznika PK12 w reakcji CuAAC.
Mieszanina reakcyjna zawierajgca znakowang azydotymidyne PK19 byla analizowana za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC) z
detekcjg UV-VIS lub fluorymetryczng. W ramach przeprowadzonych badan zoptymalizowano
znakowanie azydotymidyny w mikroskali w celu analizy ilo$ciowej przy uzyciu RP-HPLC z
detekcja absorpcyjna i emisyjnag. W ramach optymalizacji przeprowadzonego znakowania
udalo si¢ takze stworzy¢ efektywna metodologie syntetyczng z uzyciem liganda AMTC, ktéra
pozwolita znaczaco, bo az 2000-krotnie obnizy¢ ilo§¢ miedzi stosowanej w reakcji CuAAC
wzgledem dostepnych danych literaturowych. Uzyskane badania moga stanowi¢ punkt wyjscia
do dalszych badanh nad oznaczeniem znakowanej azydotymidyny w probkach biologicznych i

Sledzenia zmian st¢zenia tego leku po wprowadzeniu do organizmu.



Modyfikacja barwnikéw Safirinium przez wytworzenie fragmentu azydkowego lub
alkinowego w ich strukturze, a nastgpnie wykorzystanie otrzymanych barwnikéw w reakcji
kondensacji CuAAC ze zwigzkami o znaczeniu biologicznym, w tym z azydotymidyng stanowi
jeden z najwazniejszych aspektéw przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Chemiczne
modyfikacje barwnikow Safirinium sg trudne do zrealizowania ze wzgledu na jonowy charakter
tych zwigzkéw. W badaniach nad barwnikami Safirinium Doktorant usprawnit proces
oczyszczania jonowych barwnikéw przez stworzenie nowej metodologii czyszczenia
chromatograficznego z uzyciem zelu krzemionkowego nasyconego bromkiem sodu. Majgc do
dyspozycji efektywna metod¢ oczyszczania otrzymal 11 nowych pochodnych barwnikéw
Safirinium zdolnych do uczestniczenia w reakcjach sprzegania CuAAC. Doktorant wprowadzit
do barwnikéw Safirinium fragment propargilowy zawierajacy wiazanie potrdjne otrzymujac 7
nowych pochodnych alkinowych. Grupa azydkowa zostata wprowadzona do trzech barwnikéw
Safirinium. Otrzymane w ramach niniejszej pracy alkinowe i azydkowe barwniki Safirinium
stanowig istotne poszerzenie dostepnej oferty fluoroforéw kompatybilnych w reakcji CuAAC
w znakowaniu fluorescencyjnym. Doktorant zaplanowat i przeprowadzil reakcje katalizowanej
miedzig(I) cykloaddycji [3+2] trzech alkinowych pochodnych Safirinium PK20, PK23 i PK24
oraz jednej pochodnej azydkowej PK26 z wybranymi zwiazkami modelowymi. Do syntezy z
udziatem alkinowych pochodnych Safirinium Doktorant wybrat azydek tetradecylu (po
polaczeniu z polarng czasteczka fluoroforu Safirinium staje si¢ on potencjalnym
lipidomimetykiem), azydotymidyne oraz azydkowa pochodng tetraacetyloglukozy. Dla
azydkowych pochodnych Safirinium Doktorant wybrat modelowy alkin fenyloacetylen, ktory
jest powszechnie stosowany przy badaniach nad efektywnoscig reakcji CuAAC. W reakcji
znakowania azydku tetradecylu dietylowymi fluoroforami Safirinium P (PK20) i Safirinium Q
(PK23) Doktorant otrzymat produkty z zadawalajacymi wydajno$ciami 46% oraz 43%. W
przypadku acetylowej pochodnej azydoglukozy wydajnosci byly jeszcze wyzsze i wynosily
odpowiednio 91 oraz 81 procent. Produkt reakcji z azydotymidyng zawieral pozostalosci
azydku, co przelozylo si¢ na relatywnie niskg wydajno$¢ okoto 10%. Modelowy fenyloacetylen
przereagowat z barwnikiem PK24 z zadawalajaca wydajnoscia 51%. Uzyskane wyniki
stanowig wigc punkt wyjscia do dalszej optymalizacji reakcji, w szczegdlnosci dla
azydotymidyny oraz lipofilowych zwigzkéw takich jak azydek tetradecylu i
tetraacetyloglukozy.

W ramach pracy syntetycznej Doktorant otrzymat tgcznie 33 nowe, nieopisane dotagd w
literaturze zwigzki. Oprocz syntezy nowych azydkowych i alkinowych znacznikéw

fluorescencyjnych, najwazniejszym osiggnigciem w pracy nad barwnikiem fluorenylowym jest



stworzenie efektywne;j analizy ilosciowej azydotymidyny metoda chromatograficzng z detekcja
absorpcyjng lub emisyjng. W toku badan chromatograficznych stworzyt optymalng metode
znakowania azydotymidyny nowym barwinkiem PK12 do analizy ilosciowej przy uzyciu RP-
HPLC z detektorem absorpcyjnym lub emisyjnym. Z kolei, nowo otrzymane azydkowe i
alkinowe barwniki Safirinium stanowig alternatywe dla drogich komercyjnie dostepnych
barwnikéw mogacych znalezé zastosowanie w reakcji cykloaddycji [3+2] w ramach
metodologii click chemistry.

Praca doktorska mgr Patryka Kasza pt. ” Synteza nowych azydkowych i alkinowych
znacznikéw fluorescencyjnych oraz znakowanie azydotymidyny oraz innych czasteczek o
znaczeniu biologicznym w ramach koncepcji click chemistry” rodzi kilka refleksji recenzentki:

1) W czesci obejmujacej procedury syntetyczne w opisie koncowego etapu syntezy
zwigzkow PK13 do PK33 przedstawionej na stronie 101 i 102 rozprawy Doktorant nie okresla
czasu prowadzonych reakcji, zaznaczajac jedynie, ze mieszaniny reakcyjne byty pozostawione
na okres jednej nocy. Czy byla przeprowadzona optymalizacja czasu reakcji i czy okreslono
jaki jest optymalny czas do prowadzenia tych reakcji?

2) Doktorant na stronie 60 twierdzi cytuj¢ ,,Analiza widm 1H NMR otrzymanych
produktow wykazata obecno$¢ distereoizomerdéw cis i trans spirooksazolidyn w stosunku
prawie réwnomolowym.” Analiza ta nie jest jednak zawarta w przedstawionej dysertacji. Czy
rownomolowy stosunek diastereoizomeréw byt takze potwierdzony innymi metodami
analitycznymi? Czy na tym etapie syntezy prébowano rozdzieli¢ izomery cis i trans?

Nalezy podkresli¢ fakt, ze praca doktorska powstala w wyniku realizacji projektu
badawczego “Nowe alkinowe pochodne barwnikéw z grupy Safirinium: znakowanie
fluorescencyjne azydotymidyny w ramach koncepcji clic chemistry” finansowanego ze
srodkéw NCN. Praca doktorska zaowocowala dwoma publikacjami naukowymi w
prestizowych czasopismach, o bardzo wysokim wspdtczynniku IF oraz waznym zgloszeniem
patentowym.

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Patryka Kasza
”Synteza nowych azydkowych i alkinowych znacznikéw fluorescencyjnych oraz znakowanie
azydotymidyny oraz innych czgsteczek o znaczeniu biologicznym w ramach koncepc;ji click
chemistry” cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktdrych zalicza si¢ adekwatng do postawionych
zadan metodyke, aktualno$¢ i wartos¢ aplikacyjna uzyskanych wynikéw oraz
wartosciows dyskusje¢ dowodzaca wiedzy i opanowania tematu przez Doktoranta. Rozprawa
doktorska jest napisana pigkna polszczyzna, w pigknym stylu. Dysertacja jest dopracowana

takze pod wzgledem edytorskim, jest wydana w formie ksiazki, co rzadko zdarza si¢ w



przypadku prac doktorskich. Kazdy detal tej rozprawy doktorskiej jest przemyslany i
dopracowany. Biorgc do reki te ksiazke, czytajac ja recenzentka czuje ogromny entuzjazm
naukowy, pasj¢, potencjal naukowy i zaangazowanie zaréwno Doktoranta, jak i Jego Promotora
Profesora Marka Cegly oraz promotora pomocniczego dr Przemystawa Szafrafiskiego.
Rozprawg doktorskg oceniam wysoko, uwazam za niezwykle interesujaca, recenzowanie
jej bylo dla mnie zaszczytem i wielka przyjemnoscig. Prace doktorska, z pelnym przekonaniem
rekomenduj¢ do wyrdznienia. Stanowi ona samodzielny dorobek naukowy, prezentuje bardzo
wysoki poziom, biorgc pod uwage range rozwigzywanego problemu, zakres i jako$¢ badan.
Oprdécz waloréw poznawczych praca doktorska mgr Patryka Kasza posiada takze warto$é
aplikacyjna i w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Art.
13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym z p6zniejszymi poprawkami
z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852). Z wielka przyjemno$cig mam zaszczyt przedstawié wniosek
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Collegium Medium Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Patryka Kasza do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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