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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Liwii Lebelt pt. ,Fosfonianowe analogi

kwasow amino(hydroksy)karboksylowych o potencjalnej aktywnosci biologicznej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr inz. Liwii Lebelt zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Doroty Piotrowskiej, w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi. W kategoriach ogélnych, celem
projektu doktorskiego bytlo opracowanie syntezy fosfonowych analogéw kwasu
glutaminowego, ktére w zatozeniu miaty wykazywacé selekcje wzgledem glutaminergicznych
receptorow metabotropowych. Ten rodzaj aktywnosci biologicznej zwigzkéw chemicznych
determinuje ich dalszy skrining w kierunku poszukiwania lekéw skutecznych w leczeniu
depresji, epilepsji oraz chor6b neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera,
choroba Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne. Wszystkie wymienione choroby
generujg trudnoéci w zakresie aktywnoéci dnia codziennego; czesé¢ jest nieuleczalna;
depresja jest najczestszg chorobg psychiczng na swiecie. To powoduje, ze prace nad
skutecznym leczeniem tych choréb stanowig jedno z wyzwan wspoéiczesnej chemii
medycznej. Stad mozna $miato powiedzie¢, ze recenzowany projekt doktorski w swoich

zatozeniach doskonale wpisuje sie w te niezwykle wazne i aktualne trendy badawcze.

Praca doktorska mgr Lebelt zostata przygotowana w formie tradycyjnej. Na liczacy 146 stron
dokument sktadajg sie: Wstep wykazujgcy celowosc¢ podjetych przez doktorantke prac
badawczych; Czes$c literaturowa; Oméwienie wynikdw badan; Podsumowanie, Wnioski,

Czesc¢ eksperymentalna, Literatura cytowana liczgca 173 odnosniki oraz Streszczenie.
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Wymienione czesci pracy doktorskiej uzupetnia wykaz skrotow oraz catkowity dorobek
naukowy Doktorantki. Praca jest napisana jezykiem fachowym, praktycznie bez btedow
literowych, oprawa graficzna pracy jest estetyczna i zdecydowanie utatwia $ledzenie
opisywanych tresci. Niektdre zwigzki posiadajg podwdjng numeracje, np. zwigzek 26 i 29
na str. 15 (Schemat 1), w czesci Oméwienie wynikow badan przyjat numer odpowiednio,
163 i 164 (Schemat 24). Zdarzajg sie btedy typu ,kopiuj-wklej”, np. identyczna nazwa
zwigzkow 161 i 162 na str. 55.

Podstawe merytoryczng pracy doktorskiej mgr Lebelt stanowig trzy artykuty, ktére zostaty
opublikowane w czasopismach Molecules, Umedical Reports oraz Beilstein Journal of
Organic Chemistry. Artykuty zostaty opublikowane w latach 2019-2022. W dwdch
publikacjach, Pani Lebelt jest pierwszym autorem, co pozwala sgdzi¢, ze rola Doktorantki w
planowaniu i wykonywaniu badan byfa wiodgca.

Ponadto, Doktorantka jest wspodtautorkg 5 innych publikacji oraz 4 komunikatow
konferencyjnych. Byta rowniez wykonawcg projektu OPUS 9, finansowanego przez

Narodowe Centrum Nauki.

Przechodzgc do recenzji samej pracy doktorskiej, w pierwszej kolejnosci skoncentruje sie
na rozdziale Przeglad literaturowy. Jest on napisany w sposob dojrzaty, z widoczng
znajomoscig nowoczesnej syntezy organicznej, a w szczegdélnosci syntezy asymetrycznej
oraz zagadnienia ortogonalnosci grup ochronnych. Zawarto$¢ tej czesci rozprawy
doktorskiej uwzglednia opis zagadnien bezposrednio zwigzanych z czescig badawczg
projektu doktorskiego, mianowicie dyskusje metod syntezy zdefiniowanych konfiguracyjnie
pochodnych kwasu glutaminowego zawierajgcych w pozycji B lub y grupe hydroksylowa,
wiasciwosci tej grupy zwigzkéw oraz wystepowanie w przyrodzie - gtdwnie jako element
budulcowy skomplikowanych strukturalnie zwigzkow o aktywnosci biologicznej,
przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybicznej.

Doktorantka opisata kilkanascie asymetrycznych syntez kwasu 3-hydroksyglutaminowego,
miedzy innymi z uzyciem pochodnych L- lub D-seryny, azyrydyny, N-zabezpieczonego D-
fenyloglicynolu, kwasu L-jabtkowego, D-glukozy oraz kwasu (R)- lub (S)-ketopinowego jako
pomocnika chiralno$ci.

Przeglad dostepnych w literaturze metod syntez zostat przedstawiony rowniez dla kwasu 4-
hydroksyglutaminowego, miedzy innymi z 4-hydroksyproliny, kwasu piroglutaminowego, z
wykorzystaniem izoksazolidyny jako zwigzku posredniego oraz poprzez C4-funkcjonalizacje

odpowiednio zabezpieczonego kwasu glutaminowego.
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W rozdziale kolejnym Omoéwienie wynikéw badan, Doktorantka koncentruje sie na syntezie
zaplanowanych fosfonianowych analogow kwaséw amino(hydroksy)karboksylowych.
Motywacjg do badan byt fakt istnienia duzej puli zwigzkdw o strukturze kwaséw o-
aminofosfonowych, a-aminofosfinowych, fosfono- i fosfinopeptydow ktére wykazujg
réznorodng aktywnos¢ biologiczng w tym zdolno$¢é do hamowania aktywnosci enzymoéw
kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania komorki, miedzy innymi syntetazy glutaminy,
proteazy serynowej, peptydazy leucyny czy dehydrogenazy pirogronianowej. Tg zdolnos¢
fosfonowych i fosfinowych analogéw a-aminokwaséw do selektywnej inhibicji enzymoéw
ttumaczy sie mechanizmem inhibicji kompetycyjnej czyli konkurowaniem z natywnym
substratem o miejsce aktywne w enzymie co jest mozliwe gdy struktury obu zwigzkow (w
tym przypadku, a-aminokwasu oraz jego fosfonowego/fosfinowego analogu) sg podobne.
Poniewaz zwigzki te posiadajg przynajmniej jedno centrum chiralnosci, w wielu
przypadkach obserwowano odmienng aktywnosc¢ biologiczng izomeréw réznigcymi sie
konfiguracja absolutng, dlatego istotnym zagadnieniem dotyczgcym preparatyki tych

zwigzkow jest synteza optycznie czystych produktéw i charakterystyka ich aktywnosci.

Doktorantka w swojej pracy badawczej zainteresowala sie pochodnymi kwasu
glutaminowego o natywnej konfiguracji wzglednej L, ktére w tancuchu bocznym posiadajg
dodatkowe ugrupowanie aminowe i/lub hydroksylowe. Zwigzki o podobnej strukturze
wykazywaty aktywnos¢ wzgledem receptoréw glutaminergicznych: jonotropowych (iGIUR)
oraz metabotropowych (MGIuR), a selektywnos¢ oddziatywania byta w niektérych
przypadkach zalezna od konfiguracji na centrach stereogenicznych czgsteczki. Doktorantka
zaprojektowata nowe analogi kwasu glutaminowego, w ktérych grupy o- oraz y-
karboksylowe zastgpita ugrupowaniami fosfonowymi zas$ wegiel w potozeniu vy
sfunkcjonalizowata grupg aminowg lub hydroksylowg. Zaprezentowane w literaturze
fosfonowe analogi kwasu glutaminowego byly aktywne wzgledem metabotropowego
receptora glutaminergicznego co powoduje, ze mozna rozwaza¢ je jako potencjalne
terapeutyki w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, depresji czy epilepsji. Doktorantka
zatozyta, ze wprowadzone modyfikacje kwasu glutaminowego bedg skutkowac silniejszym

oddziatywaniem zwigzkéw w miejscu aktywnym receptora.

Zadania syntetyczne Doktorantka klarownie przedstawita stosujgc logiczny ich podziat na
kilka etapow, wynikajgcy z wczesniej przeprowadzonej retrosyntezy. W wielu miejscach
wida¢ skrupulatne dazenie Doktorantki do osiggania jak najlepszych rezultatéw
syntetycznych poprzez optymalizacje procedur lub testowanie alternatywnych wariantow
syntezy. Dzieki takiemu podejsciu Doktorantka uzyskata bardzo dobre rezultaty: wysokie

wydajnosci reakcji, skrocenie czasu reakcji oraz wysokg czysto$¢ optyczng produktow.
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Wspdlnym etapem syntezy dla otrzymania obu difosfonowych analogéw kwasu
glutaminowego byta synteza nitronu (S), a nastepnie jego przeksztatcenie do
enancjomerycznie czystych (R) i (S) aldehydéw o strukturze 1-(N-Boc-amino)-3-
oksopropylofosfonianu dietylu. Na tym etapie Doktorantka pokusita sie o opracowanie
nowej sciezki syntezy nitronu, w stosunku do uprzednio opracowanej w Zespole, poprzez
utlenienie odpowiedniej drugorzedowej aminy za pomocg oksonu, co znaczgco
podwyzszyto wydajnos¢ catkowitg syntezy jak rowniez skrécito jej czas. Aby pozyskac
czyste enancjomerycznie aldehydy, Doktorantka wykorzystata technike RP HPLC, przy
czym rozdziatowi poddata diastereoizomeryczng mieszanine zacetylowanych izoksazolidyn,
ktére byly zwigzkami posrednimi w syntezie. W tym miejscu pracy oczekiwatabym
zatgczenia chromatogramow z rozdzielenia mieszanin diastereoizomeréw, zwtaszcza, ze
jest to wynik determinujgcy czystos¢ optyczng dalszych zwigzkéw posrednich i koncowego
produktu.

Enancjomerycznie czyste aldehydy (R lub S) zostaly przeksztatcone w estry kwasu (1-
amino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego w reakcji Abramova z fosforynem
dietylowym oraz w ester kwasu (1,3-diamino-3-hydroksypropano-1,3-diylo)difosfonowego w
reakcji Kabachnika-Fieldsa z fosforynem trietylowym i benzyloaming. W obu przypadkach
diastereoizomeryczne mieszaniny zostaty rozdzielone technikg RP HPLC (analog z grupa
v-hydroksylowg zostat wczeséniej przeksztatcony do O-acetylowej lub alternatywnie O-p-
nitrobenzoilowej pochodnej co podwyzszyto skutecznos¢ zastosowanej metody
separacyjnej). W tym miejscu réwniez dofgczytabym odpowiednie chromatogramy RP
HPLC. Dla wszystkich stereocizomerycznych zwigzkéw Doktorantka ustalita konfiguracje
absolutng do czego wykorzystata techniki spektroskopowe *'P i *H NMR ich odpowiednio
zderywatyzowanych pochodnych.

Diastereoziomeryczne estry kwaséw difosfonowych zostaty poddane hydrolizie i/lub
deprotekcji do docelowych kwasow difosfonowych. Zsyntetyzowane zwigzki okazaty sie nie
posiadaé aktywnoéci agonistycznej wzgledem  glutaminergicznych  receptoréw
metabotropowych mGIuRs, mGIuR; i mGIluRs.

Czes¢ pracy doktorskiej opisujgca badania wiasne konczy rozdziat Podsumowanie, gdzie
Doktorantka opisuje w sposéb skondensowany rezultaty swoich badan, metody ktére
wykorzystata do rozdzielenia i identyfikacji zwigzkéw, wskazujgc na elementy nowosci

naukowe;j.

Cze$c¢ eksperymentalna jest bardzo obszernym rozdziatem zawierajgcym protokoty syntez,
dane spektralne i chromatograficzne. Objetos¢ tej czesci pracy daje informacje o ilosci
pracy eksperymentalnej jakg Doktorantka wykonata oraz o posiadanym warsztacie tak

syntetycznym jak i analitycznym.
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Konczac recenzje chciatabym poprosi¢ Doktorantke o komentarz do nastepujgcych
spostrzezen Recenzenta:

- czy zwigzek L-SOP (23) mozna zaliczy¢ do fosfonowych analogéw aminokwaséw skoro
wegiel y kwasu glutaminowego zostat zastgpiony tlenem?

- przy koniecznosci otrzymania zwigzkdéw o okreslonej, zadanej konfiguracji absolutnej
jedng z alternatyw dla syntezy asymetrycznej jest biokataliza. Czy znane sg metody
biokatalityczne syntezy fosfonowych/fosfinowych analogéw L aminokwaséw?

- czy symulacja komputerowa, np. QSAR stanowitaby dogodne narzedzie dla dalszej
modyfikacji/redukcji struktury zaproponowanych kwasow difosfonowych w kierunku
uzyskania zaktadanej aktywnosci biologicznej wzgledem receptoréw glutaminergicznych?

Czy planowane jest zbadanie ich aktywnosci przeciwbakteryjnej lub przeciwgrzybicznej?

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi zbiér
waznych metod syntetycznych nad niebadanymi do tej pory difosfonowymi analogami
kwasu glutaminowego. Praca spetnia wymagane dla projektéw doktorskich kryterium
nowos$ci naukowej. Na podkreslenie zastuguje aktualno$¢ podejmowanej problematyki
badawczej zwigzanej z rozwojem chemii medycznej, u podstaw ktérej lezy — ogolnie

ujmujgc - dobrostan spoteczny.

Biorgc powyzsze pod uwage, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668) i wnosze wniosek do Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr inz. Liwii

Joanny Lebelt do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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