INSTYTUT CHEMII ORGANICZNEJ
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Warszawa, 8. sierpnia 2016

&

dr hab. Zbigniew Pakulski, prof. nadzw.
Instytut Chemii Organicznej PAN

ul. Kasprzaka 44/52
01-224 Warszawa

%

Recenzja pracy doktorskiej mgr Anety Marii Tomkiel
Elektrochemiczna synteza pochodnych cukrowych A’-steroidow

Przedlozona do recenzji praca doktorska mgr Anety Marii Tomkiel zostala wykonana w

Zaktadzie Chemii Produktéw Naturalnych Instytutu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku pod
kierunkiem prof. dr. hab. Jacka W. Morzyckiego. Praca ta stanowi tworcze rozszerzenie
wezesniejszych badan i wpisuje si¢ logicznie w tematyke realizowang w laboratorium Promotora.
Steroidy stanowig obszerng grupe produktow naturalnych. Chyba najbardziej znanym
i wywolujacym najwiecej emocji steroidem jest cholesterol, ktory dzieki umiejgtnemu podsycaniu
negatywnych skojarzen i manipulowaniu faktami awansowal do grona gltéwnych zabdjcow
ludzkosci, przynoszac przy okazji krociowe zyski firmom farmaceutycznym. Tymczasem jest to
substancja niezbedna do zycia, obecna praktycznie we wszystkich komorkach organizmu i biorgca
udziat w niezliczonej liczbie proceséw biochemicznych. Doglebne poznanie chemii cholesterolu jest
niezbedne nie tylko dla zrozumienia drég jego przemian w organizmie, ale ma rowniez istotne

znaczenie w syntezie pochodnych wykorzystywanych w terapii. Duze zainteresowanie wzbudzaja

rowniez pochodne cukrowe cholesterolu ze wzgledu na interesujaca aktywnos$¢ biologiczng.
steroidow  (gtéwnie cholesterolu) na drodze

cukrowych

Celem badan do$wiadczalnych Autorki recenzowanej rozprawy bylo opracowanie efektywnej
elektrochemicznej. Przed rozpoczeciem badan przez Doktorantke, byt to stosunkowo stabo poznany

syntezy pochodnych
obszar chemii. Nalezy pamigtaé, ze chemiczne metody syntezy pochodnych cukrowych steroidow

metody
czesto s mato wydajne lub wymagajg stosowania aktywacji np. metalami ciezkimi. Dlatego proby

zastosowania alternatywnych metod elektrochemicznych mogg by¢ bardzo interesujaca i obiecujaca
metoda syntezy szeregu pochodnych cukrowych steroidow.

Praca liczy 125 stron i ma klasyczny uklad tresci. W krotkim wstepie Autorka w zwigzly
i klarowny sposdb przedstawila cele swojej pracy. Kolejny rozdziat liczacy 29 stron to przeglad

najwazniejszych pozycji literaturowych dotyczacych tematyki rozprawy. Doktorantka omowita
w nim strukture i znaczenie biologiczne cholesterolu. Nastgpnie szczegélowo przedstawita



chemiczne i enzymatyczne metody utleniania cholesterolu. Rozdzial konczy si¢ zwigzlym
omowieniem metod elektrochemicznego utleniania cholesterolu. Przeglad literatury nalezy uzna¢ za
bardzo zwiezly, a jednoczesnie klarowny i w wystarczajacy sposob prezentujacy informacje
niezb¢dne do zrozumienia prowadzonych badan i stojacych przed Doktorantkg wyzwan badawczych.
Moim zdaniem, mozna by go nawet skroci¢, rezygnujac z podrozdziatu dotyczacego utleniania
tancucha bocznego. Badane przez Autorke elektrochemiczne przemiany cholesterolu dotycza
praktycznie wylgcznie pozycji 3 i 6, tak wigc omawianie reakcji w odlegltym tancuchu bocznym lezy
nieco poza gtdwnym tematem pracy. Podejrzewam, ze wobec skromnego materiatlu literaturowego
dotyczacego przemian elektrochemicznych cholesterolu, Autorka starata si¢ zwiekszy¢ objetos¢ tego

fragmentu rozprawy obawiajac si¢, ze bedzie uznany za zbyt krotki.

Kolejny rozdziat liczacy 35 stron to omdwienie badan wiasnych. Doktorantka rozpoczgta
badania od syntezy szeregu pochodnych tioeterowych cholesterolu i i-cholesterolu oraz ich
elektrochemicznego utleniania w obecnosci cukréw. Modelowym substratem cukrowym byla
1,2:3,4-di-O-izopropylideno-a-D-galaktopiranoza posiadajagca wolng, pierwszorzgdowa grupe
hydroksylowa w pozycji 6. W najlepszym przypadku, oczekiwany produkt przylaczenia reszty
cukrowej powstawal z wydajnoscia 52%. Powaznym problemem byta izomeryzacja sulfidéw
i-cholesterylu do mato reaktywnych sulfidéw cholesterylu i ich krotki czas zycia w warunkach
reakcji. Logicznym posunigciem wydawato by si¢ wiec zastosowanie nadmiaru (taniego) reagenta
cukrowego w celu zwiekszenia wydajnosci pozadanego produktu. Tymczasem mgr Tomkiel
stosowata nadmiar sulfidu otrzymujac produkt, jak mozna si¢ bylo spodziewaé, ze znacznie nizsza
wydajnoscig (Tabele 2 i 3). Reakcje z innymi substratami cukrowymi byly nieco mniej wydajne,

a synteza glikozydoéw przebiegata nieselektywnie prowadzac do mieszaniny anomerow.

Analogiczne selenki okazaly si¢ stabymi donorami dajgc produkt z wydajnoscig 33%. Dobrym
pomystem okazalo si¢ natomiast zastosowanie tatwo dostepnych eteréw i-cholesterolu. Ich anodowe
utlenianie w obecnosci modelowego cukru prowadzito do pozadanego produktu z wydajnoscig na
ogol przekraczajaca 50%. Etery cholesterolu byly dla odmiany bardzo stabymi donorami. Podobnie,
niepowodzeniem zakonczylo si¢ uzycie merkaptanu, rodanku oraz estréw i halogenkéw cholesterylu.
Bardzo skutecznymi reagentami okazaly si¢ natomiast trichloroacetoimidan, dimetylofosforan(III)

(dawniej: fosforyn) i difenylofosforan(V) cholesterylu.

Ten ostatni zwigzek zostat wybrany przez Autorke rozprawy jako najbardziej obiecujgcy substrat
i wykorzystany do sprzegania z innymi reagentami cukrowymi jako modelowy donor. Wybdr nalezy
uzna¢ za w pelni uzasadniony. Difenylofosforan(V) cholesterylu byt nie tylko zwigzkiem wysoce
aktywnym w badaniach modelowych, ale rowniez jego synteza byta prosta (bezposrednia estryfikacja

cholesterolu) i bardzo wydajna (91%).



Na zakoficzenie badan mgr Tomkiel przeprowadzila elektrochemiczne utlenianie
difenylofosforanu(V) cholesterylu w obecnosci cukréw z 3 lub 4 wolnymi grupami hydroksylowymi.
Z wyjatkiem 1,2-O-izopropylideno-a-D-glukofuranozy, ktéra dawata wylacznie jeden produkt
podstawiony w pozycji 6, w pozostatych przypadkach reakcje byty nieselektywne i tworzyly sie
zlozone mieszaniny produktéw. Zaskakujacy wynik przyniosta reakcja z glikozydem metylu.
Gléwnym produktem byla podstawiona w pozycji 3 glukozy monopochodna, natomiast nie
zaobserwowano analogu podstawionego w pozycji 6 (bardziej reaktywna pierwszorzedowa grupa
hydroksylowa). Interesujacy wynik data reakcja z tetraoctanem 1-tioglukozy, w ktérej produktem
gléwnym byl niespodziewanie zwiazek podstawiony w pozycji 6 i-cholesterolu. Badania wlasne
zamyka jednostronicowe Podsumowanie. W bardzo zwartej i jednoczesnie klarownej formie Autorka

przedstawila wszystkie najwazniejsze osiagniecia i wyniki swojej pracy.

Jednym z wazniejszych zadan recenzenta jest znalezienie stabych punktéw recenzowane;
rozprawy. W tym przypadku bylo to trudne zadanie. Spelniajac obowiazek recenzenta, jestem
zmuszony do skupienia si¢ na mniej istotnych elementach rozprawy, nie majacych wigkszego

znaczenia z punktu widzenia oceny pracy.

Najwigkszym problemem wydaje si¢ by¢ zaledwie dobra wydajnos¢ oczekiwanych produktow
sprzegania. Doktorantka, podejmujac proby zwiekszenia wydajnosci reakeji, konsekwentnie uzywa
nadmiaru reagentow steroidowych. Przyznam, ze nie rozumiem takiego podejscia. Logiczne wydaje
si¢ stosowanie nadmiaru, ale substratow cukrowych, tym bardziej ze s3 one tanie i latwo dostepne.
Powinno to zwigkszyé prawdopodobieristwo przereagowania kationu homoallilowego przed jego
izomeryzacjg i w efekcie podwyzszyé wydajnos¢. O takim wariancie Autorka wspomina zresztg na
stronie 37. Jeden eksperyment z nadmiarem reagenta cukrowego zostat opisany w Tabeli 8 (prawde
mo6wige nie zakonczyt sie sukcesem), ale moim zdaniem to i za mato, i za pdzno, aby wycigga¢ dalej

idace wnioski.

Czgs¢ donoréw, zwlaszeza pochodnych cholesterolu, okazata si¢ nieaktywna w warunkach
aktywacji elektrochemicznej. Prawdopodobnie nie ulegaly one aktywacji w badanym zakresie
potencjatéw. Mozna byto unikna¢ straty czasu na przeprowadzanie skazanych na niepowodzenie
reakcji i zmudnego rozdzielania powstajacych ze znikomg wydajnoscia produktéw mierzac
woltamperogramy wszystkich donoréw przed rozpoczeciem badan z udzialem pochodnych
cukrowych i eliminujac nieaktywne substraty. Jak si¢ wydaje, takie pomiary nie zostaly wykonane,

a reakcje z cukrami prowadzono dla wszystkich otrzymanych pochodnych cholesterolu.

Brakuje mi réwniez proby wyjasnienia réznic w reaktywnosci poszczegdlnych pochodnych
cholesterolu i propozycji bardziej szczegbtowego mechanizmu sprzegania. Niewatpliwie, we

wszystkich przypadkach za reaktywnos¢ odpowiada tworzacy sie kation homoallilowy. Réznice
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w jego aktywnosci musza wiec wynika¢ z istnienia dodatkowych efektow, ktére utatwiaja (lub
utrudniajg) reakcj¢ z substratem cukrowym. Zabawa w spekulacje, czy sa to efekty steryczne (zawady
generowane przez grupe odchodzacg), stabilizacja przez tworzenie par jonowych lub inne czynniki

byla by interesujacym uzupetieniem dyskusji.

Rozprawe doktorskg zamyka obszerna czg$¢ eksperymentalna zawierajaca szczegdtowy opis
przeprowadzonych syntez i analizy strukturalnej. Przy kazdym opisie Autorka zamiescila wzor
strukturalny zwigzku, co znakomicie utatwia odszukanie konkretnego preparatu i analize danych.
Niestety, Autorka pomingta niektore, bardzo istotne, dane fizykochemiczne. Brakuje pomiaréw
skrgcalnosci whasciwej. Nie zostaly rowniez zamieszczone wyniki analiz elementarnych lub
masowych wysokiej rozdzielczosci. Traktuje to jako przeoczenie, poniewaz brakujace dane mozna

znalez¢ w publikacjach Doktorantki.

Podsumowujae, pod wzgledem edytorskim i jezykowym praca przygotowana jest bez zarzutu
i sprawia bardzo dobre wrazenie estetyczne. Schematy sg klarowne i czytelnie ilustruja przedstawiane
wyniki. Korekta wykonana zostata bardzo starannie. Biedy literowe, gramatyczne czy niezreczne
sformufowania sg bardzo nieliczne, nie maja zadnego wptywu na wartos¢ merytoryczna pracy i nie

warto ich wymieniac.

Pod wzglgdem merytorycznym nie mam do przedstawionej pracy zadnych zastrzezen. Kilka
wspomnianych powyzej uwag ma charakter gtéwnie porzadkowy i shuzy wyjasnieniu watpliwosci
recenzenta. Plan badan zostat starannie przemyslany i wykonany. Badania zakonczyty si¢ sukcesem.
Doktorantce udato si¢ znalezé szereg wysoce aktywnych donoréw reszty cholesterolu i innych
steroidow, ktore zapewnily wysoka wydajno$c reakcji elektrochemicznego sprzegania z reagentami
cukrowymi. O jakosci pracy swiadczy rowniez fakt opublikowania wynikow uzyskanych w trakcie

Jej wykonywania w czterech artykulach zamieszczonych w bardzo dobrych czasopismach.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spenia wszystkie
wymagania zwyczajowe i wymogi obowiazujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
(Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz 595). Sktadam wiec do Rady Naukowej Wydzialu Biologiczno-
Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku wniosek o d zczenie mgr Anety Marii Tomkiel do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.




