RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Kamila Kabali, zatytutowanej ,Zastosowanie
cyklicznych nitronéw, pochodnych aminokwaséw, w asymetrycznej syntezie B-
laktamow z wykorzystaniem reakcji Kinugasy”

Przedmiotem oceny jest sprawozdanie z prac studialnych i
doswiadczalnych w kierunku syntez B-laktamoéw, prowadzonych przez autora w
Zespole I IChO PAN w Warszawie i zakoriczonych w roku 2022. Jest to tematyka
o dtugiej juz tradycji i bogata w syntetyczne osiggniecia, wywodzgca sie z
zainteresowan prof. Marka Chmielewskiego chemig nienasyconych pochodnych
sacharydowych, szczegdlnie laktonéw i glikali, w ktorych dostrzegt on
potencjalne substraty do addycji reagentéow dipolarnych, prekursoréw
heterocyklicznych zwigzkéw azotowych o réznorodnych zastosowaniach
farmakologicznych.

Od czasu wykorzystania w domenie biotechnologii przypadkowe] obserwacji
laboratoryjnej dokonanej przez londyriskiego bakteriologa, A. Fleminga do
celowych i racjonalnych dziatari technologicznych zmierzajgcych do izolacji
aktywnej substancji produkowanej przez Penicillium notatum i przeksztatcenia
jej na drodze badan klinicznych w skuteczny lek przeciw-infekcyjny w
laboratorium H. Floreya w Oksfordzie, mija wiasnie 80 lat. Okres ten
zapoczgtkowany bezprecedensowa mobilizacjg sit i $rodkéw strategicznego
przedsigwzigcia wojennego aliantéw, okreslany czasem mianem »ery
antybiotykow” byt niewatpliwie przetomowy zaréwno dla rozwoju ~
podstawowych nauk przyrodniczych jak i dla praktyki farmaceutycznej a takze
kilku dyscyplin medycyny klinicznej i spofecznej. Rocznica ta zbiega sie
przypadkowo z czterdziestoleciem akademickiej publikacji chemicznej M.
Kinugasy i S. Hashimoto o reaktywnosci nitronéw (bedacej bezposrednig
inspiracjg wielu wspotczesnych badarn, w tym recenzowanej tezy), opisujgcej
nowy sposob syntezy czterocztonowego pierscienia heterocyklicznego z atomem
azotu, znanego jako ukfad betalaktamowy lub azetydyn-2-on — zasadniczy pod
wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym element budowy kilku grup
mikrobiologicznych metabolitéw wtérnych, ktére majg zdolnos¢ hamowania
procesu budowy scian komérkowych wielu patogennych bakterii. Rocznice
wspomnianych wydarzen stanowig cezure ilustrujaca dobitnie role nowoczesnej )
chemii organicznej w rozwoju chemii zwigzkow naturalnych oraz w powstaniu
cywilizacji technicznej zdolnej do zaangazowania biokatalizy i biotechnologii do
Opanowania masowej produkcji tak zréznicowanych materiatow jak surowce i




potprodukty syntez chemicznych, paliwa, polimery, farmaceutyki, katalizatory, -
etc. Produkcja antybiotykow, choc obecnie kontestowana, pozostaje znaczgcq
(zarowno ilo$ciowo — tysigce ton, jak i wartosciowo — miliardy dolaréw rocznie)
czeécig chemicznego sektora produkcji przemystowej a kierunkowe badania:
podstawowe i rozwojowe, s3 energicznie kontynuowane. Szczegdlnie wazne
ustalenia, ktére uzasadniajg te dziatania to: brak wydajnych procesow
biotechnologicznych dla  produkcji betalaktaméw monocyklicznych oraz
powiekszajgca sie grupa zwigzkéw betalaktamowych obdarzonych istotng
farmakologicznie aktywnoscig biologiczng, inng niz przeciwbakteryjna (np.
Ezetymib). Dodatkowo, wzrost zainteresowania tymi obiektami wynika z faktu,
7e betalaktamy zostaty rozpoznane takze ja ko wygodne syntony o wielu waznych

zastosowaniach w stereokontrolowanej syntezie organicznej.

Na rozprawe magistra K. Kabali sktadajg sig trzy czesci o zbizonej objetosci: 1)
studia literaturowe; 2) badania wtasne; i 3) czgs¢ eksperymentalna. Cato$¢, wraz
z bibliografig (129 pozycji literatury cytowanej) miesci sig na 147 stronach. W
krotkim wstepie przedstawiono naturalne B-laktamy i ich dziatania biologiczne
oraz potencjat kaskadowej reakcji Kinugasy pomiedzy nitronami i acetylenamido
otrzymywania pozadanego pierscienia czterocztonowego, na tle historycznych
osiggnie¢, poczawszy od syntezy penicyliny (J. Sheehan, 1959). Przewodnim
motywem rozwazan literaturowych sg syntezy monocyklicznych B-laktamow, co
stanowi logiczny wybor w Swietle decyzji o planie badar wtasnych, ktéry zaktada
odejécie od konstrukcji pierscieni zawierajacych w ukfadzie skondensowanym
siarke w kierunku skondensowanych uktadéw heterocyklicznych nadajacych sie
do tatwiejszego odtworzenia monocyklicznego B-laktamu, wskazujgc na takie —
cele jak nokardycyny, karumonam i aztreonam, ktére stanowig nowsze i bardziej
atrakcyjne z punktu widzenia chemii medycznej obiekty niz cefalosporyny i
penicyliny. Doktorant okresla swoje zadanie jako badania nad otrzymywaniem
B-laktamow z nitrondw o budowie cyklicznej, szesciocztonowych, wytwarzanych
z wybranych wicynalnych aminoalkoholi i kwasu glioksalowego, przy czym do
osiagniecia odpowiedniej chiralnosci docelowych monobaktaméw wyjsciowe
aminoalkohole  powinny  by¢é  pochodnymi aminokwaséw  szeregu
konfiguracyjnego L-. Jednak trudno sig oprze¢ wrazeniu ze zastosowanie
proponowanych dwufunkcyjnych reagentow: aminoalkoholu pochodzacego z
fenyloglicyny i dwuweglowego aldetiydokwasu to idealny przepis na
polikondensacje; i rzeczywiscie realizacja takiej procedury syntezy nitronow -
cyklicznych napotyka na trudnoéci przynajmniej w czeSci zaplanowanych
doéwiadczen. Alternatywny sposob cyklizacji zaplanowanych syntonow z
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uzyciem bromooctanu zamiast kwasu glioksalowego w roli komponenta C2
dziata lepiej w przypadku fenyloglicynoli ale wymaga dodatkowego etapu — )
utlenienia heterocyklicznej grupy aminowej w pierscieniu szesciocztonowym za
pomocg nadkwasu. Autor tezy sugeruje transestryfikacje bromooctanu jako
pierwszy etap w sekwencji syntezy pierscienia morfolinowego, natomiast
recenzent uwaza ze w opisanych warunkach N-alkilowanie jest procesem
pierwotnym a wewnatrzczasteczkowa transestryfikacja/cyklizacja — wtérnym.
Trzeba przyznac ze preparatyka obu rodzaju zaplanowanych substratéw reakgji
Kinugasy: szesciocztonowych nitronéw laktonowych i pochodnych ynamidowych
(aminoacetylenowych), cho¢ prosta w zatozeniu, stanowi spore wyzwanie dla
starannosci i cierpliwosci eksperymentatora w drodze do pola catkowicie
nowych doswiadczen i wynikéw. Nieoczekiwanie okazato sie, ze szesciocztonowy
hitron pochodzacy z fenyloglicyny jest bardziej aktywny jako utleniacz niz jako
partner w reakcji cykloaddycji z acetylenem po utracie atomu tlenu ulega pod -
wplywem zasady nieoczekiwanemu przegrupowaniu: od sprzezonej do
izolowanej pozycji wigzania podwdjnego, ktérego wynik potwierdzono
oznaczeniem struktury metodg rentgenograficzng. W rezultacie nitron ten,
mimo ze przechodzi kwalifikacyjny test modelowej reakcji Kinugasy z acetalem
aldehydu propargilowego, dajac typowy nadmiar diastereoizomeru cis-
oczekiwanego bicyklicznego B-laktamu, wymaga do reakcji z ynamidami
specjalnych zabiegdw w rodzaju zmian ilosciowych i jako$ciowych soli miedzi (1)
stosowanych jako katalizator. W sumie do badania reakcji Kinugasy w wersji
nitronow szesciocztonowych zawierajgcych funkcje laktonu zastosowano piec
donoréw generowanych z L-aminokwaséw oraz N- podstawione acetyleny
(cztery, tacznie z substratem modelowym). Mimo ze macierz ta nie imponuje
rozmiarem, nalezy doceni¢ zaréwno ambitne zamiary wytyczenia nowej drogi
syntezy monocyklicznych B-laktamow jako oryginalny projekt chemii medycznej
jakipokonanie licznych, nieoczywistych trudnosci syntetycznych, separacyjnych,
i interpretacyjnych dla 14 nowych zwigzkéw bicyklicznych otrzymanych w
wyniku testowania zaplanowanych addycji w formacie reakcji Kinugasy
inspirowanej spekulatywnym mechanizmem pochodzacym gtéwnie z obliczen
chemii kwantowej (DFT). Szczeéliwie, wspétczeénie dostepne metody
spektroskopowe nie tylko bardzo utatwiaja ustalenia strukturalne (jak NOE NMR)
i interpretacje zatozen stereochemicznych ale takze dosta rczajg bezdyskusyjnych
dowodow struktury produktéw i konfiguracji absolutnej kontrowersyjnych
centrow chiralnosci (jak metody rentgenograficzne). Wydaje sie ze bardzo
istotne dla zrozumienia badanej reakcji sa takze wyniki negatywne uzyskane .
przez doktoranta, na przyktad te, prowadzace do wniosku, Ze nitrony
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pochodzenia ketonowego (zawierajace dodatkowg grupg metylowa) nie ulegaja
addycji do testowanych pochodnych acetylenowych. Interesujace bytoby
sprawdzenie jak ten wynik eksperymentalny koresponduje z obliczeniami DFT
energii stanow przejéciowych pierwszego etapu - dipolarnej cykloaddycji,
kaskady Kinugasy. Obecnie mozna odnieéé wrazenie ze w badaniach nad tg -
reakcjg sfera modelowo-obliczeniowa doé¢ stabo oddziatuje na podejmowane
studia eksperymentalne, choc regularnie generuje kolejne uzupetnienia i
poprawki do kanonicznego, cyklicznego schematu reakgji katalizowanej jonami
miedzi. Wydaje sie, ze radykalng zmiang tego stanu rzeczy zapowiada ostatnio
ogloszona publikacja zatytutowana _Metal-free Kinugasa reaction catalyzed by
external electric field” (S. Mandal, A. Datta, J Phys Org Chem 2022, e4327) ktora
opisuje bardzo znaczne obnizenie energii aktywacji cykloaddycji wybranych
substratéw w odpowiednio spolaryzowanym polu elektrycznym, bez udziatu
atoméw metalu.

Otrzymanie bicyklicznych produktow B-laktamowych badanej reakji to sukces
ale nie finat zadania badawczego, ktére zaktadato osiggnigcie monocyklicznych
produktéow naturalnych lub uzytecznych syntonow dla nowych generacji
zwigzkow tej kategorii. W drodze do takiego celu pojawia sie po raz kolejny
problem selektywnej reaktywnosci poszczegdlnych grup funkcyjnych produktu o
zblizonym charakterze chemicznym. Z punktu widzenia strategii projektu,
otwarcie pierécienia laktonowego i zatozone, ochronne funkcjonowanie
ftalimidowego zabezpieczenia grupy aminowej w pierwotnych produktach
badanych reakcji, to ten sam problem logistyczny — w konicu potrzebny jest
odczynnik skutecznie odrozniajacy reaktywnoé¢ tych grup w wybranych
warunkach doéwiadczalnych. Szczegoty eksperymentalne syntez wykonanych z
otrzymanych bicykloadduktow w kierunku karumonamu, nokardycyn i
aztreonamu dobrze ilustrujg zasoby wiedzy literaturowej, inwencji wtasnej i
determinacji autora, ktore sumowatly si¢ w pracy nad osigganiem kolejnych -
syntetycznych celéw czgstkowych. Na pewno bardzo istotnym uzupetnieniem
wspomnianych badan kierowanych w strong waznych klinicznie i terapeutycznie
monocyklicznych B-laktamow jest (kolejne w ramach prac zespotu) skierowanie
uwagi na dostepno$¢ poprzez reakcjg Kinugasy A-acetoksyazetydynonow, ktore
stanowia uniwersalne syntony betalaktamowe umozliwiajgce wielokierunkowe
zastosowania i modyfikacje syntetyczne czterocztonowego pierscienia. Autor
sademonstrowat bardzo wydajna, tréjetapowa sekwencjeg reakcji, w ktorej jeden
z produktéw otwarcia bicyklicznego laktonu z odpowiednio zrdéznicowanymi
grupami zabezpieczajacymi przeksztatcono w A-acetoksyazetydynon, z catkowita
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inwersjg  konfiguracji na atomie wegla podlegajacym oksydatywnej
dekarboksylacji. Co ciekawe, w blizniacze] reakgji z inng grupga zabezpieczajacy
grupe aminowg C-3, otrzymano produkt cis- betalaktamowy a wiec reakcja
dekarboksylacji zachodzita z retencjg konfiguracji na centrum chiralnoéci C-4. Do
kolekcji wynikéw nieoczywistych mozna takze zaliczy¢ strukture produktu
utlenienia alkoholu pierwszorzedowego (394), przedstawiona jako benzamid
(396) z raczej kontrowersyjnym ,wyjasnieniem”, ze jest to produkt
dekarboksylacji (co wymaga korekty). W drodze do naturalnych produktéow
monocyklicznych autor odnidst ostatecznie sukcesy, w postaci formalnej syntezy
aztreonamu i dwu wersji dostepu do szkieletu karumonamu, borykajac sie
jednak po drodze z tak zasadniczymi problemami jak skutecznoié¢ C-4
metylowania substratow 4-acetoksylowych czy odbezpieczenie grupy N-
benzylowej w laktamach. Rozwigzanie problemu metylowania uzytych jako
potprodukty 4-acetoksyazetydynondw przy uzyciu metylomiedzi wymagato
zaréwno zmiany grupy ochronnej funkcji aminowej na C-3 jak i odblokowania
laktamowej grupy NH. Utrudnienia te ‘ujawnity jednak pewne interesujgce
aspekty reaktywnosci chemicznej oryginalnych, stanowigcych fundament -
projektu, skondensowanych uktaddw betalaktamowo-laktonowych. Zaktadano,
ze zwigzki te bedg tatwo ulegaty otwarciu pierécienia szesciocztonowego na
zasadzie transestryfikacji w reakcjach z alkoholami. Wybdr zasad organicznych
do katalizy tej reakcji pokazat, ze znacznie tatwiejsza jest Sciezka reakcji retro
oksy-Michaela, w obecnosci réwnowaznej ilodci trietyloaminy. Chemia tak
pozyskanej soli amoniowej wskazuje inne niz oryginalnie planowano sekwencje
reakcji do pozadanych azetydynondw, na przyktad ozonolize jako skuteczny
sposob na dealkilowanie piericieniowego atomu azotu. Wrazenie z lektury
ocenianej tezy mozna podsumowaé stowami uznania dla osiggniecia przez
doktoranta biegtosci metodycznej w zakresie stereokontrolowanej syntezy
organicznej, zaréwno w teorii jak i w praktyce. Na pochwate zastuguje tez forma
przekazu wynikéw badar — prezentacja tezy jest zwiezta, logiczna i bardzo
staranna pod wzgledem edytorskim. Wéréd mnogosci schematdw i wzoréw
dostrzegtem tylko jeden btad typograficzny — wzoru substancji 106, w wers;ji
prezentowanej na str. 36. Nieco wiecej potknieé¢ zawiera Bibliografia (np. pozycje
2;5;34;42;49; 80— 82.). Do zargonowych zaliczytbym okreslenie ,kuprat”, a w
miejsce nazwy generycznej hydroksyamina (dla zwigzkéw 326 i 328) radzitbym
zastosowac okreslenie: aminoalkohol.

Na zakonczenie autor tezy informuje o wykonaniu badan biologicznych na kilku
wybranych obiektach z nowo wykreowanej bazy zwigzkéw bedacych analogami




strukturalnymi antybiotykow stosowanych klinicznie. Jest to ruch o tyle
niezreczny, ze rzuca sig W 0Czy brak, zaréwno w tekscie jak i w Tabeli 4 informacji
jakiego patogenu/szczepu dotyczg raportowane badania 1C50, co wskazuje na
pewien dystans autora od metodyki i problematyki mikrobiologiczne;.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi praca spetnia kryteria stawiane kandydatom
do stopnia doktora, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65 poz 595, z pozn. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk, w Warszawie o dopuszczenie Jej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego. y
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