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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Domagalskiej
pt. ,,Modyfikacja aglikonu josamycyny z wykorzystaniem regioselektywnej substytucji nukleofilowej typu Sy1°
i dipolarnej cykloaddycji Huisgena”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska magister Joanny Domagalskiej wykonana zostata
w Zaktadzie Syntezy i Struktury Zwiazkéw Organicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Piotra Przybylskiego prof. UAM i dr Krystiana Pyty jako
promotora pomocniczego. Rozprawa formalnie liczy 233 ponumerowanych stron, ale znaczna jej czgs¢
stanowia widma (48 stron) 1 tabele z opisem widm (25 stron). Rozprawa ma uklad typowy dla prac
doktorskich z zakresu chemii organicznej, a najwazniejszym jej elementem jest omowienie uzyskanych
wynikow i ich dyskusja (75 stron). W pracy zacytowano 157 pozycji literaturowych.

Josamycyna jest antybiotykiem makrolidowym pochodzenia naturalnego. Wykazuje szerokie spektrum
dziatania przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i bakteriom opornym na erytromycyng. Wzrastajaca
antybiotykooporno$¢ wsrdd patogenow uktadu oddechowego wymusza poszukiwania nowych zwiazkow,
ktore moglyby by¢ zastosowane w trudnych przypadkach. Celem pracy doktorskiej byta synteza serii nowych
pochodnych Josamycyny podstawionych w pozycji C13, zbadanie zaleznosci struktura — aktywnos¢
biologiczna (antybakteryjna i antynowotworowa) dla tej grupy pochodnych oraz ustalenie sposobu wiazania
w tunelu rybosomalnym duzej podjednostki rybosomu bakterii w oparciu 0 modelowanie molekularne.

W czesci literaturowej pracy doktorantka zwigzle przedstawita antybiotyki makrolidowe 1 ich podziat,
m.in. ze wzgledu na wielko$¢ pierScienia. Josamycyna posiada 16-czlonowy pierscien laktonowy 1 nalezy do
grupy leukomycyn wyizolowanych ze szczepow bakterii Streptomyces. Zwiazki te posiadaja identyczny
aglikon 1 czg$¢ cukrowa skladajaca si¢ z mykaminozy i mykarozy, r6éznia si¢ tylko grupami acylowymi
w podstawnikach estrowych. Doktorantka opisala histori¢ odkrycia, biosyntezg, syntezg¢ totalng oraz
mechanizm aktywnosci biologicznej leukomycyn, jak réwniez wczesniej przeprowadzane modyfikacje
josamycyny. Wsrod nich byly pochodne izojosamycyny, ktore si¢ tworza w wyniku przegrupowania
allilowego, reakcji wykorzystywanej rowniez w syntezie pochodnych opisanych w pracy doktorskiej. Te
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przedstawiona zostata tez reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, ktéra postuzyta doktorantce do
otrzymania serii pochodnych z pierscieniem 1,2,3-triazolowym. Trzecim tematem poruszonym w czg$ci
literaturowej byly reakcje substytucji nukleofilowej, ktore byly wykorzystywane w syntezie pochodnych.
Przedstawiony opis mechanizméw jest poprawny, ale zawarto$¢ merytoryczna tego rozdziatu niewicle
wykracza poza zakres informacji podawanych w podrgcznikach chemii organicznej. Cata czg$¢ literaturowa
jest napisana kompetentnie, poprawnie na ogoét pod wzgledem stylu i jezyka (z wyjatkiem str. 24 | jak
wykazano przez Przybylskiego”, powinno by¢ ,,jak wykazal Przybylski”; str. 50 ,,wyjSciowy substrat™), ale
doktorantka nie ustrzegla si¢ tez kilku bledow merytorycznych (str. 16, Rys. 10: brak eterowej grupy
metylowej w zwiazku 4; str. 26, na Rysunku 18 w strukturze K niepotrzebny atom wodoru przy tlenie
aldehydowym; str. 28: ,reakcja redukcji pierScienia” — zapewne chodzi o kontrakcje pierScienia; str. 45:
w szeregu grup opuszczajacych Cl” wystepuje dwukrotnie; str. 52: prawdopodobnie chodzi o reakcje z eterami
sililowymi enoli, ktére prowadza do aldehydoéw lub ketonéw — brakuje atomow tlenu we wzorach nukleofili).

Pierwszym etapem zaplanowanych przemian byla eliminacja typu ElcB czasteczki kwasu octowego
W josamycynie, gdyz wczesniejsze badania wykazaly, ze produkt tej reakcji ma lepsze wilasciwosci
przeciwbakteryjne. Reakcja ta musi by¢ prowadzona w obnizowej temperaturze, aby uniknaé nastgpczej
reakcji wewnatrzczasteczkowej addycji Michaela z utworzeniem produktu bicyklicznego. Przebieg reakcji byt
kontrolowany na HPLC, a wyodrgbiony produkt zostat poddany doglgbnej analizie widmowej. Sprz¢zenie
powstalego wigzania podwojnego z laktonowa grupa karbonylowa powoduje wzrost napr¢zenia w pierscieniu
makrocyklicznym i przyjgcie przez niego konformacji, w ktorej uktad dienowy i nowe wigzanie podwdjne sa
rownolegte.

W nastgpnym etapie przeprowadzono jego reakcj¢ z alkoholem propargilowym katalizowang p-TsOH.
Zgodnie z oczekiwaniem alkohol ulegat przytaczeniu przy C13 z jednoczesnym przegrupowaniem allilowym.
Jednak w reakcji uczestniczyta tez reaktywna grupa aldehydowa ulegajac przeksztatceniu do odpowiedniego
acetalu, a dodatkowo zachodzita hydroliza wiazania glikozydowego w disacharydzie z odszczepieniem
izowalerylomykarozy. Taki przebieg reakcji zostal dobrze udokumentowany, przede wszystkim za pomoca
jedno- i dwuwymiarowych technik NMR. Doktorantka wykazala si¢ duza biegloscia w interpretacji widm, co
pozwolito Jej na jednoznaczne przypisanie struktury produktowi reakcji. W szczegdlno$ci wykazata, ze
nukleofil przytacza sig regio- i stereoselektywnie do C13 od strony o. Struktura produktu, konfiguracja na
C13 i konformacja aglikonu zostaty potwierdzone przez analiz¢ widm NOESY i obliczenia DFT.

W nastgpnym etapie podjeta zostala proba odblokowania grupy aldehydowej. Selektywne zdjgcie
blokady acetalowej w tagodnych warunkach zakonczylo si¢ niepowodzeniem. Zachodzita tylko selektywna
hydroliza eteru propargilowego przy C13 z retencja konfiguracji na tym centrum stereogenicznym. Poniewaz
acetal propargilowy okazal bardzo oporny na hydrolizg, doktorantka przeprowadzita syntezg acetalu
metylowego josamycyny. Poniewaz zastosowane warunki reakcji (MeOH, p-TsOH, 0 °C) byly analogiczne
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razem podstawienie na C13 z przegrupowaniem allilowym ani hydroliza wiazania glikozydowego. Mam
nadziejg, ze doktorantka wyjasni mi to w czasie obrony pracy. Acetal metylowy okazat sig¢ tatwiejszy do
usunigcia niz propargilowy. Jednak podczas jego reakcji z alkoholem propargilowym w §rodowisku kwasnym
zachodzita transketalizacja (oraz hydroliza wiazania glikozydowego). W tej sytuacji doktorantka postanowita
przed reakcja z nukleofilem zacetylowac¢ grupe hydroksylowa przy C2’ w czgsci cukrowej josamycyny.
Wiadomo byto bowiem, Ze jej obecno$¢ zmienia konformacjg, a zarazem reaktywnos¢ uktadu
makrolidowego. Okazalo si¢ jednak, ze otrzymana pochodna acetylowa ulegata z bardziej zasadowymi
reagentami (NaNs, C,HsSNa), zamiast podstawieniu nukleofilowemu, wewnatrzczasteczkowej addycji
Michaela anionu enolanowego do o,B-nienasyconego laktonu z utworzeniem niepozadanego produktu
bicyklicznego. Natomiast z alkoholami (propargilowy, pent-4-yn-1-ol, 2-fluorobenzylowy) zachodzity reakcje
podobne do wczesniej opisanych, czyli podstawienie przy C13 z jednoczesnym utworzeniem acetalu
I hydroliza wiazania glikozydowego.

Poniewaz zroédlem problemow okazata si¢ obecnos¢é w josamycynie grupy aldehydowej, ktora nie jest
niezbgdna dla jej aktywno$ci biologicznej, doktorantka postanowila przeprowadzi¢ jej redukcje do
pierwszorzegdowego alkoholu. Okazato sig, ze redukcji za pomoca NaBH, towarzyszyta eliminacja kwasu
octowego. Aby proces eliminacji doprowadzi¢ do konca dodano do mieszaniny reakcyjnej KOH. Otrzymany
produkt redukcji poddano petnej analizie widmowej, a nastgpnie przeprowadzono seri¢ jego reakcji z roznymi
alkoholami w S$rodowisku kwasnym. Zgodnie z oczekiwaniem wszystkie reakcje zachodzity na C13
z jednoczesna hydroliza wiazania glikozydowego. Doktorantka doktadnie zbadata mechanizm reakcji
z alkoholem propargilowym z uwzglednieniem badan kinetycznych, ktore wykazaty, ze jej szybko$¢ nie
zalezy od stgzenia alkoholu propargilowego, natomiast jest proporcjonalna do stgzenia p-TSOH. Dowodzi to,
ze etapem decydujacym o szybkosSci substytucji jest protonowanie grupy opuszczajacej (9a-OH). Zgodnie
z danymi doswiadczalnymi zaproponowata mechanim Sy1°, w ktorym tworzy si¢ mezomeryczny karbokation.
Przeprowadzita modelowanie produktu posredniego wykazujac, ze najwigkszy tadunek dodatni przypada
wnim na C13. Jednoczesnie analiza wykazata, ze podej$cie nukleofila jest uprzywilejowane od strony o.
Thumaczy to regio- i stereoselektywnosc¢ reakcji z alkoholem propargilowym i innymi nukleofilami.

Opisana powyzej 9a-propargiloksylowa pochodna doktorantka poddawata reakcjom 1,3-dipolarnej
cykloaddycji z r6znymi azydkami. Otrzymata w ten sposéb seri¢ 14 pochodnych izojosamycyny, w ktorych
obecna jest podstawiona grupa 9o-triazolometoksylowa. Podstawnikami byly rozne grupy benzylowe,
ftalimidoalkilowe, cykloheksyloalkilowe, 2- lub 6-glukozylowe i inne. Wszystkie otrzymane pochodne
zostaly scharakteryzowane pod wzgledem fizykochemicznym (analiza spektroskopowa, rozpuszczalnosé,
lipofilowo$¢) 1 poddane badaniom biologicznym na aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i cytotoksycznos¢. Wyniki
badan biologicznych skorelowano z wynikami modelowania molekularnego w tunelu rybosomalnym, ktérego
model otrzymano przez wycigcie odpowiedniego fragmentu ze struktury krystalograficznej duzej
podjednostki rybosomalnej. Okazato sig, ze rozne deficyty strukturalne, takie jak brak grupy aldehydowej,
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izowalerylomykarozy, zmiana struktury wiazan podwojnych w uktadzie makrocyklicznego laktonu
| konformacji tego pierScienia, jak tez obecno$¢ duzego podstawnika w pozycji 9o, nie stanowia zasadniczej
przeszkody dla aktywnosci biologicznej tych uktadow. Chociaz aktywno$¢ przeciwbakteryjna otrzymanych
uktadow byla nizsza od josamycyny, to w przypadku pochodnych z podstawnikami cukrowymi
cytoksycznos$¢ nie tylko przewyzszala macierzysty antybiotyk, ale nawet byta wyzsza od zastosowanego
wzorca - cytarabiny. Ciekawe, ze w przypadku pochodnej z podstawnikiem trifluorometoksybenzylowym
pojawita si¢ aktywnos$¢ przeciwgrzybicza, ktorej nie obserwowuje si¢ dla josamycyny.

Praca doktorska mgr Joanny Domagalskiej napisana jest inteligentnie, prostym i zrozumiatym j¢zykiem.
Czytanie pracy utatwiaja zataczniki ze schematami przeprowadzonych przemian. Réwniez numeracja atomow
wegla na prawie wszystkich wzorach jest bardzo przydatna. W pracy jest bardzo niewiele btedow, ale niektore
z zauwazonycCh przeze mnie wymieni¢ z obowiazku recenzenta.

Zatacznik 1 (na odwrocie): ,,2-fluorobenzyl alkohol” — w jakim to jezyku?

Str. 64, 110: ,,widmo masowe”; powinno by¢ ,,mas”;

Str. 86: czy JOS’ na chromatogramie i JOS,eq Na Schemacie i w tekécie oznacza ten sam produkt?

Str. 88: ,,zwiazek ..... posiada alkohol” — Zargon (powinno by¢ ,,grup¢ hydroksylowa”);

Str. 77, 108, 109: ,,grupa alkoksypropargilowa”; powinno by¢ ,,propargiloksylowa”;

Str. 113: ,,pierécien benzylowy” — co to takiego?

Str. 160: ,,rozpuszczono w 10 ml wody i dodano 10 ml wody” — moze oktanolu?; ,,wyniki zawarte sa w tabeli
9110” —chyba w tabelach 10 i 11.

Doktorantka wykazala si¢ dobra znajomoscia nowoczesnej chemii organicznej. Jest Ona wspotautorka
trzech publikacji w dobrych czasopismach, chociaz tylko jedna z nich zawiera wyniki opisane w pracy
doktorskiej. Na szczegolne uznanie zastuguje skrupulatna analiza danych widmowych wszystkich zwiazkow,
pelne przypisanie sygnatow w widmach ‘H i *C NMR, interpretacja widm dwuwymiarowych oraz
wybranych pasm w IR, a takze skorelowanie wynikoéw badan biologicznych z pomiarami fizykochemicznymi
(logP i rozpuszczalnos¢) oraz wynikami modelowania molekularnego. Praca wykonana jest bardzo solidnie
a uzyskane wyniki budza moje petne zaufanie.

Jestem przekonany, ze oceniana praca z nadmiarem speinia ustawowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. W zwiazku z tym wnioskuj¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu o przyjecie rozprawy doktorskiej magister Joanny Domagalskiej i dopuszczenie jej do publicznej

obrony.
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