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Recenzja pracy doktorskiej mgr farm. Anny Jakubowskiej

p.t. ,Badania nad otrzymywaniem nowych stereoizomerow a-aminokwasow
z wykorzystaniem rownowaznika glicyny”

przedstawiona Radzie Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego — Collegium Medicum w celu uzyskania stopnia doktora
nauk farmaceutycznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zakfadzie
Fizykochemicznej  Analizy Leku, w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellofiskiego — Collegium Medicum pod kierunkiem dr hab.
Katarzyny Kulig, prof. nadzw. UJ, ktdrej tematyka badawcza koncentruje sie wokét poszukiwan

modyfikowanych aminokwaséw m.in. jako potencjalnych inhibitoréw receptoréw NMDA.

Naturalne aminokwasy stanowig element budulcowy zwigzkéw wielkoczasteczkowych takich jak
peptydy i biatka. Poszukiwanie ich nienaturalnych odpowiednikéw, w tym cyklicznych
aminokwaséw zawierajacych czwartorzedowy atom wegla a stato sie waznym kierunkiem
badan wspdtczesnej chemii medycznej odkad wykazano, ze wprowadzenie ich w strukture
peptydu wywotuje istotne zmiany konformacyjne. Wplyw takich zmian na aktywnos¢
biologiczng badanych potaczen jest dobrze udokumentowany, a cykliczne aminokwasy
wprowadzono z powodzeniem zarédwno do prostych czasteczek otrzymujac leki zawierajace

kilka reszt aminokwaséw (np. simeprewir, ibodutant), jak i do wielkoczgsteczkowych.

Studia nad synteza enancjomerycznie czystych cyklicznych aminokwasow, ktore podjeta pani
mgr Jakubowska doskonale wpisujg si¢ w ten obszar badan z pogranicza farmacji i chemii,
ktdry uwazam za wazny i wysoce aktualny zaréwno z punktu widzenia poznawczego (synteza
asymetryczna), jak i aplikacyjnego w aspekcie poszukiwania zwigzkdw o okreslonej aktywnosci

biologicznej.

Katedra Chemii Bioorganicznej i Biokoordynacyjnej
Zaktad Chemii Bioorganicznej

90-151 £6dz | ul. Muszynskiego 1

tel. (042) 677 92 35
e-mali: dorota.piotrowska@umed.lodz.pl
www.umed.pl



UNIWERSYTET
MEDYCZNY

W LO DA

Przedstawiona do recenzji praca ma uktad klasyczny, powszechnie przyjety dla prac doktorskich
o charakterze doswiadczalnym. Dysertacje rozpoczeto wprowadzeniem w problematyke
badawczg, w ktdrym Doktorantka przekonywujgco wyjasnia role nienaturalnych aminokwaséw
w poszukiwaniu nowych lekdéw. Podane zostaty przyktady stosowanych terapeutykdw,
pochodnych aminokwaséw, a w dalszej czesci przedyskutowano najczesciej stosowane
strategie syntezy a-aminokwaséw ze szczegdlnym uwzglednieniem reakcji wykorzystujgcych
rownowazniki glicyny. Rozdziat ten stanowi doskonate wprowadzenie w podjety watek
badawczy i jest krytycznym przegladem dotychczasowych osiggnie¢ w zastosowaniach znanych
rownowaznikow glicyny w syntezach a-aminokwasdw opublikowanych przez Doktorantke i

Promotora w Current Organic Chemistry w 2013 roku.

.Badania wtasne’ poprzedzone zostaty krétkim podrozdziatem zatytutowanym ,ZafoZenia i cel
pracy’, w ktérym mgr Jakubowska przekonywujgco zdefiniowata poszczegdlne cele badawcze.
Doktorantka podjeta sie trudnego zadania syntezy enancjomerycznie czystych pochodnych
kwaséw  1-aminocyklopentano-,  1-aminocyklobutano-  oraz  1-aminocyklopropano-1-
karboksylowych. Na podstawie analizy literatury przedmiotu autorka zaproponowata, ze
najdogodniejsza metodg syntezy tych zwigzkow bedzie zastosowanie pochodnej oksazynonu
(jako réwnowaznika glicyny) w reakcji z odpowiednio wyselekcjonowanymi odczynnikami

dwufunkcyjnymi — chlorowcowymi pochodnymi cyklicznych siarczynéw i siarczanéw.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka zajeta sie probami optymalizacji warunkéw syntezy
enancjomerycznie czystych rownowaznikéw glicyny, podstawionych 3,6-dihydro-1,4-oksazyn-2-
onéw pochodnych, kwaséw (R)- i (S)-2-hydroksy-2,3,3-trimetylobutanokarboksylowych,
znanych jako odczynniki Wannera. W opisanej w literaturze kilkuetapowej syntezie
najtrudniejszym etapem jest cyklizacja kwasu 2-(glicyloksy)-2,3,3-trimetylobutanowego w
obecnoéci odczynnika Mukaiyamy. Problem niskiej wydajnosci produktu cyklizacji Doktorantka
poczatkowo postanowita rozwigzac zastepujac odczynnik Mukaiyamy innymi reagentami takimi
jak DCC, EDCI i BOP, a nastepnie kierujac sie¢ wzgledami ekonomicznymi podijeta proby
otrzymania tatwiej usuwalnych form odczynnika Mukaiyamy w postaci soli pirydyniowych
osadzonych na zywicy Wanga albo dobrze rozpuszczalnych polimeréw glikolu etylenowego. Ten
fragment prac, mimo ze nie zostat zakoriczony spektakularnymi osiagnieciami, Swiadczy o
doskonatej znajomosci nowoczesnych trendéw w chemii organicznej tj. przyktadéw dotaczania
réznych odczynnikéw do noénikéw w fazie statej oraz zastosowania cieczy jonowych. Idea
stosowania tak modyfikowanych reagentéw zaktada z jednej strony ich petng regeneracjg po
reakcji, a dodatkowo istotne ograniczenie uzycia rozpuszczalnikow organicznych, co doskonale
wpisuje sie w nurt ,zielonej chemii”. Dowodzi to, ze w swoich pracach Doktorantka nie
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ogranicza sie do korzystania ze znanych i sprawdzonych procedur, ale potrafi je takze

racjonalnie modyfikowac.

Sposérod serii 16 wyselekcjonowanych do badan odczynnikéw dwufunkcyjnych Doktorantka
otrzymata z dobrymi wydajnosciami siedem halogenowych pochodnych cyklicznych siarczynéw i
siarczandw, w tym piec¢ nieopisanych wczesniej w literaturze oraz siedem nowych pochodnych
metoksylowych, z ktdrych wiekszos¢ stanowity zwigzki enancjomerycznie czyste. Wszystkie
odczynniki dwufunkcyjne Doktorantka wybrata w sposéb logiczny i przemys$lany z zamiarem
zbadania rdéznic szybkosci i selektywnosci reakcji z otrzymanym uprzednio chiralnym

ekwiwalentem glicyny.

Dysponujac enancjomerycznie czystymi rownowaznikami glicyny oraz serig odpowiednio
sfunkcjonalizowanych cyklicznych siarczynéw i siarczandw mgr Jakubowska przystapita do
realizacji wiaéciwego celu pracy, ktorym byta synteza cyklicznych aminokwaséw. Prace
rozpoczeta od optymalizacji warunkow reakcji rownowaznika glicyny z siarczynem, pochodng 4-
jodobutano-1,2-diolu. Doktorantka ustalita, ze skuteczne generowanie karboanionu z
rownowaznika glicyny wymaga uzycia bardzo mocnej zasady fosfazenowej P4#Bu, a
nukleofilowa addycja karboanionu otrzymanego z réwnowaznika glicyny (5)-1 do tlenku (S5)-4-
(2-jodoetylo)-1,3,2-dioksotiolanu  przebiega z bardzo wysoka diastereoselektywnoscig z
utworzeniem dwdch izomerycznych spiranowych produktéw o konfiguracjach (25,58 89) i
(25,55,85) w proporcji odpowiednio 94:6, zas analogiczna reakcja z tlenkiem o konfiguracji R
prowadzi do powstania diastereoizomeréw o konfiguracjach (2R,5R85) i (2R5R,8R) w

stosunku 7:3.

Czeé¢ pracy opisujgca wyodrebnianie i identyfikacje produktéw zastuguje na szczegdlnie
wysoka ocene. Zsyntetyzowane zwigzki rozdzielone zostaty chromatograficznie (preparatywne
HPLC), a konfiguracje absolutne ustalone zostaty w oparciu o dwuwymiarowe eksperymenty
Overhausera i w dwdch  przypadkach  dodatkowo  potwierdzone  badaniami
rentgenostrukturalnymi. Zbyt mate, a zatem mato diagnostyczne rdéznice przesunie¢
chemicznych  odpowiednich grup w widmach pochodnych  5-(hydroksy)spiranowych
wykonanych w deuterowanym chloroformie i DMSO-ds sktonity mgr Jakubowska do
przeksztatcenia badanych zwigzkéw w pochodne 5-karbonylowe, a takze odpowiednie estry z
enancjomerami kwasu O-metylomigdatowego. W tym miejscu chciatabym zacheci¢ Doktorantke
do wykorzystania w przysztosci benzenu-d jako rozpuszczalnika w badaniach strukturalnych
technika NMR, gdyz juz przed rokiem 1970 zauwazono bardzo duze rdznice przesunie¢
chemicznych w poréwnaniu z widmami w chloroformie-a. Przeprowadzony dowdd strukturalny i
ustalenia konfiguracji enancjomerdw 5-(hydroksy)spiranowych nie budza watpliwosci, a
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Doktorantka wykazata sie biegloscia w interpretacji widm zaréwno jedno- jak i
dwuwymiarowych. Poprawnos$¢ przeprowadzonej analizy nie budzi zastrzezen, choé czytelnik
we fragmencie dotyczacym zwigzku 57a zmuszony jest opieraé sie jedynie na opisie
przeprowadzonego przez Doktorantke rozumowania, gdyz na rysunku 3.7, zapewne omytkowo,
zamieszczone zostato widmo HSQC (to samo co na rysunku 3.6) zamiast omawianego widma
NOESY. Pomyst przeksztatcenia produktéw 5-(hydroksy)spiranowych w odpowiednie estry O
metylomigdatowe w celu niezaleznego potwierdzenia ustalonej konfiguracji absolutnej uwazam
za bardzo dobry i zastugujacy na uznanie, cho¢ Doktorantka dos¢ lakonicznie podeszta do opisu
tej czesci swoich badan, zamiast wyeksponowac ztozono$¢ analiz poréwnawczych i ogrom

wykonanej przez siebie pracy.

W oparciu o obserwacje eksperymentalne Doktorantka zaproponowata mechanizm tworzenia
produktéw  spiranowych, uwzgledniajacy kolejnos¢ alkilowania réwnowaznika glicyny
dwufunkcyjnym cyklicznym siarczynem. To szczegolnie dobrze s$wiadczy o krytycznym
podejsciu Doktorantki do analizy uzyskanych przez siebie wynikdw, umiejetnosci stawiania

hipotez badawczych i wyciggania wnioskow.

Spirozwigzki o konfiguracjach (25,5R,85) i (25,5585) przeksztatcone zostaty w odpowiednie
enancjomerycznie czyste kwasy (1R3S)- i (1535)-1-amino-3-hydroksycyklopentano-1-
karboksylowe, a synteze pozostatych dwoch stereoizomerdw przeprowadzono w analogicznej

sekwencji reakcji z uzyciem rownowaznika glicyny o konfiguracji (R).

Kolejnym dwufunkcyjnym odczynnikiem uzytym w badanej reakcji byt tlenek ( R)-4-jodometylo-
1,3,2,-dioksotiolanu. Przez analogie do wczesniejszych eksperymentéw Doktorantka zatozyta,
ze w wyniku reakcji z réwnowaznikiem glicyny nastgpi cyklizacja z utworzeniem
czterocztonowego pierscienia (zwigzek oznaczony w recenzowanej pracy jako 61), a tak
otrzymane produkty przeksztalcic bedzie mozna w odpowiednie kwasy 1-amino-3-
hydroksycyklobutano-1-karboksylowe. Modyfikujac  warunki reakcji otrzymano zlozong
mieszanine produktow. Doktorantka podjeta sie zadania wyodrebnienia i identyfikacji jednego
ze zwigzkow (zwigzek 62), ktérego w mieszaninie poreakcyjnej byto zaledwie 5% i ustalita, ze
w jego strukturze obecny jest fragment metylenocyklopropanu. Wedtug Doktorantki tworzenie
sie zwigzku 62 jest wynikiem ,,odwodnienia zwigzku 61". Zaproponowane przeksztatcenie, cho¢
nie mozna go wykluczy¢, zaktada przegrupowanie z utworzeniem nieklasycznego karbokationu.
Zachecam Doktorantke do rozwazenia mechanizmu zakladajgcego w pierwszym etapie
alkilowanie karboanionu jodkiem, a nastepnie ataku generowanego w drugim etapie nukleofila
na wegiel C4 w 1,3,2,-dioksotiolanie z utworzeniem produktu zawierajgcego fragment siarczanu
cyklopropylometylowego. Jest to podejécie o tyle prawdopodobne, ze powstanie zwigzku 62
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bytoby nastepstwem eliminacji z udziatem dobrej grupy opuszczajgcej, a wszystkie kolejne

przeksztatcenia odbywatyby sie w Srodowisku zasadowym.

Na wysokg ocene zastuguje réwniez czes¢ rozprawy poswiecona syntezie uktadow
zawierajgcych fragment cyklopropanu. Wazng obserwacjg, jaka poczynita mgr Jakubowska,
byto stwierdzenie, ze w reakcjach podstawienia nukleofilowego z réwnowaznikiem glicyny
tlenek 4-chlorometylo-1,3,2-dioksotiolanu nie jest wystarczajgco reaktywny i dlatego zastapiony
zostat odpowiednim ditlenkiem. Doktorantka wykazata stereospecyficzny przebieg reakcji
rownowaznika glicyny (S5)-1 z ditlenkiem (R)-4-chlorometylo-1,3,2-dioksotiolanu, w wyniku
ktérej powstata spiranowa pochodna chlorometylocyklopropanu (1R,3565)-63a, a jej
konfiguracje ustalita w oparciu o eksperyment NOESY. Komentarza wymaga natomiast
nieprecyzyjny opis analogicznej reakcji z ditlenkiem (5)-4-chlorometylo-1,3,2-dioksotiolanu.
Doktorantka twierdzi, Ze reakcja przebiega stereoselektywnie, ale nie podaje proporciji
tworzacych sie diastereoizomerdw, co uniemozliwia ocene stopnia stereoselektywnosci. Jezeli
powstaje jeden izomer, co wynika z analizy schematu 3.25, to reakcja jest stereospecyficzna.
Jezeli Doktorantka zdecydowata sie na uzycie w tym miejscu pojecia ,stereoselektywnos¢”, to
koniecznym jest podanie proporcji izomerdw, badz tak jak poprzednio zaznaczenie, ze reakcja

jest w petni stereoselektywna.

Interesujgcym pomystem jest uzycie spiranowych pochodnych chlorometylocyklopropanu,
zwigzkow 63, jako dogodnych substratow w reakcjach nukleofilowego podstawienia atomu
chloru, ktdry Doktorantka dokumentuje na przyktadzie przeksztatcen zwigzku 63c w
odpowiednie pochodne 1-fenylopiperazyny i ftalimidu. Doktorantka zbadata réwniez
reaktywno$¢ metoksylowych pochodnych cyklicznych siarczandéw, a nastepnie utworzone
spiranowe pochodne (metoksyalkilo)cyklopropanéw wykorzystata w syntezie enancjomerycznie

czystych kwaséw 1-amino-2-(metoksyalkilo)cyklopropano-1-karboksylowych.

Kazdy z rozdziatéw ,badari wiasnych’ konczy podsumowanie, w ktérym mgr Jakubowska
krytycznie analizuje uzyskane wyniki, a nastgpnie na tej podstawie planuje kolejne etapy

badan.

Oprécz pozytywnej oceny merytorycznej dysertacji, ktéra charakteryzuje wysoki stopien
trudnodci zwigzany z wielokierunkowoscig prowadzonych badan, na podkreslenie zastuguje

strona graficzna pracy i staranna korekta edytorska.
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Dysertacja napisana zostata zrozumiatym jezykiem, cho¢ Doktorantce nie udato sie unikngé
kilku pomytek i niezrecznych sformutowan, o ktérych wspominam jedynie z obowigzku

recenzenta:

e str. 25 — zamiast ,centrum chiralne” precyzyjniej jest uzywac: ,centrum chiralnosci”, a

najlepiej ,centrum stereogeniczne”;

e str. 28 — zgodnie z opisem w tekscie, zwigzki XXI to odpowiednie enancjomery estrow
etylowych kwasu 2-metylo-1-aminocyklopropano-1-karboksylowego natomiast na
schemacie znajduja sie analogiczne estry metylowe kwasu 2-etylo-1-

aminocyklopropano-1-karboksylowego;

e str. 39 — schemat 3.3 — zamiast (R)-1 powinno by¢ (R)-2, a we wzorze zwigzku (R)-8
zamiast ,karbofenoksylowej” grupy powinna by¢ karbobenzoksylowa (Cbz) grupa

ochronna;
e str. 59/rysunek 3.4 — numeracja pod wzorem: zamiast 55a powinno by¢ 56a;

o str. 67 — zwigzek 58 to kwas a-metoksyfenylooctowy (kwas O-metylomigdatowy), a nie

~kwas a-metylofenoksyoctowy";

e str. 79/schemat 3.26 — zamiast skrotu SM (syntezator mikrofalowy) w warunkach reakcji
lepiej bytoby uzy¢ skrétu MW (promieniowanie mikrofalowe) — istotne w warunkach
reakcji jest bowiem nie tyle samo urzadzenie, co wytwarzane przez nie

promieniowanie;

o cze$¢ eksperymentalna — ze wzgledu na ograniczong rozdzielczo$¢ komputerowa
wykonanych widm 'H NMR state sprzezenia powinny by¢ podane z doktadnoscig do

jednego miejsca po przecinku.

Powyzsze uwagi dotycza pojedynczych uchybien i w zadnym stopniu nie zmniejszajg

merytorycznej wartosci tej czesci pracy, ktdrg oceniam bardzo wysoko.

Pochwali¢ nalezy umiejetno$¢ planowania prac eksperymentalnych. Ogromna pracowitos¢ i
konsekwencja w rozwigzywaniu probleméw badawczych potwierdzaja ogromna dojrzatosc

naukowg mgr Jakubowskiej. \ P '
"1\ {
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Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Jakubowskiej spetnia
wymagania ustawowe (Ustawa o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym...).
Whnosze zatem do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloniskiego
— Collegium Medicum o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom przeprowadzonych badan,
aktualnos¢ tematyki badawczej, a przede wszystkim dotychczasowy dorobek
naukowy, na ktory sklada sie 7 publikacji o sumarycznym IF=12,509
(MNiSW=165), zwracam sie do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu

Jagiellonskiego — Collegium Medicum z wnioskiem o wyréznienie pracy.
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