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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anety Marii Tomkiel

pt.: ,,Elektrochemiczna synteza pochodnych cukrowych AS-steroidéw”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Anety Marii Tomkiel wykonana
zostata w Zakladzie Chemii Produktow Naturalnych Instytutu Chemii Uniwersytetu w
Biatymstoku pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka W. Morzyckiego. Przedstawiona mi do recenzji
dysertacja liczy 125 ponumerowanych stron, w tym wstep oraz przeglad literaturowy zajmuja 33
strony, opis badan wilasnych 36 stron i koncowa czgs$¢ eksperymentalna 45 stron. Ponadto
zamieszczony jest spis 179 pozycji literaturowych. Praca doktorska, posiadajaca bardzo staranng
szat¢ graficzng, dotyczy elektrochemicznej syntezy pochodnych cukrowych steroidow,
posiadajgcych wigzanie podwdjne pomiedzy weglem pigtym i szostym. Nalezy wiec uznaé, ze
opisane w recenzowanej pracy badania mgr Anety Tomkiel pozostaja w Scistym zwigzku ze
steroidowa tematyka badawcza, realizowang od szeregu lat przez cztonkéw zespotu prof. Jacka
Morzyckiego i jego wspdtpracownikow.

Przedstawie teraz mojg opini¢ o kolejnych czesciach recenzowanej pracy. Na samym
poczatku tekstu znajduje si¢ zestaw skrotéw stosowanych w tekscie dysertacji. Po zwigztym
przedstawieniu celu i zatozen pracy, Doktorantka rozpoczyna przeglad literaturowy, zaczynajgc
od omdwienia zwigzku steroidowego odgrywajacego wazng rol¢ w jej badaniach, a mianowicie
cholesterolu. Sporo uwagi poswigca biosyntezie tego naturalnego sterolu, a takze jego dalszym
przemianom biochemicznym, prowadzacym do szeregu zwigzkéw biologicznie czynnych o
kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania organizméw zywych, m.in. licznych hormonéw.
Nastepnie koncentruje si¢ na procesach metabolicznych cholesterolu zwigzanych z procesami
jego nieenzymatycznego utleniania, ktore w przeciwienstwie do utleniania enzymatycznego,
zachodza w wyniku dzialania reaktywnych form tlenu (ROS) i prowadza do oksysteroli,
wywierajacych negatywny wplyw na dzialanie organizmu. Tak wiec, na przyklad rodnik
wodorotlenowy atakuje gldwnie pozycje C-7 tworzac 7a- i 7P-hydroperoksycholesterole,
ulegajace dalszym przemianom w odpowiednie 7-hydroksy zwigzki oraz izomeryczne 5,6-

epoksydy, z ktérych nastgpnie powstaje wyjatkowo toksyczny 3B,5a.,6B-triol. Doktorantka
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omawia nastepnie czynniki wplywajgce na powstawanie oksysteroli oraz ich réznorodne
dziatanie biologiczne, takie jak stres oksydacyjny, stany zapalne, miazdzyca i dzialanie
cytotoksyczne.

Po omoéwieniu tych biologicznych aspektéw utleniania cholesterolu Doktorantka
przechodzi do reakcji chemicznych (czasem enzymatycznych) rozpoczynajac od omoéwienia
réznorodnych metod utleniania tego zwigzku w pozycji 3, a prowadzacych do ketonu, jak
rowniez produktow o charakterze enonéw, endionéw, dienonow, itp. Przeglad metod jest
wyczerpujacy, podawane sg najwazniejsze odczynniki i warunki reakcji. Réwnie doktadnie i
starannie oméwione sg procesy utleniania cholesterolu w pozycjach allilowych oraz jego
wigzania podwdjnego C(5)-C(6). Przy tej okazji Doktorantka szczegélowo omawia zaréwno
pierwotne, jak i wtérne produkty utleniania, szczegdélng uwage zwracajac na dziatanie tlenu
trypletowego (02) i bardziej reaktywnego tlenu singletowego ('O2). Nastepnie oméwione s3
metody utlenienia tancucha bocznego cholesterolu, zaczynajac od autooksydacyjnych a
skonczywszy na enzymatycznych. Istotna cze$¢ przegladu literatury jest poswigcona
elektrochemicznemu utlenianiu cholesterolu; omoéwione sg reakcje z uzyciem posrednikow
redoks oraz metody bezposrednie. W koncowej czesci rozdziatu pojawia si¢ wzmianka o
pierwszych, niezbyt jeszcze wydajnych probach elektrochemicznej syntezy pochodnych
cukrowych cholesterolu, podjetych w 2010 r. przez zesp6t badawczy prof. Morzyckiego.

Rozdzial ,,Badania Wlasne” rozpoczyna Doktorantka od prezentacji elektrolizera
przeponowego, stosowanego podczas wykonywania preparatywnych elektroliz. Nastepnie,
opisuje swe pierwsze syntezy i reakcje elektrochemicznego utleniania. Jak sie okazuje,
zachegcona doniesieniami literaturowymi na temat tioglikozydow, postanowila swe wstepne
eksperymenty przeprowadzi¢ z aromatycznymi sulfidami cholesterolu i i-cholesterolu. Tak wiec,
wychodzac z cholesterolu otrzymata sulfid cholesterylowo-fenylowy (81), z ktérego w wyniku
elektrolizy prowadzonej w obecnosci 1,2:3,4-di-O-izopropylideno-a-D-galaktopiranozy (77)
udato si¢ otrzyma¢ oczekiwany glikokoniugat 78, z niewielkg jednak wydajnoscig; w
mieszaninie reakcyjnej pozostawata znaczna ilo$é substratu. Oprécz tego pozgdanego produktu
Doktorantka wyizolowata takze jego i-steroidowy izomer 82 oraz difenylowy sulfid, ktérego
obecnos¢ potwierdzata generowanie podczas reakcji rodnika PhS*. Doktorantka zdecydowata sie
wigc na zbadanie aktywnosci sulfidu i-cholesterylowo fenylowego (84), ktory takze uzyskata z
cholesterolu. Okazato sig, ze reakcja elektrochemicznego utleniania tego zwigzku byta znacznie
bardziej wydajna i oczekiwany glikokoniugat 78 udalo si¢ otrzymaé z 40% wydajnoscia.
Doktorantce udato si¢ takze wyizolowa¢ z mieszaniny reakcyjnej szereg innych produktéw i

ustali¢ ich struktury. Pomimo zmieniania warunkéw elektrolizy (natezenie pradu, czas) nie udato
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sie juz podwyzszy¢ wydajnosci pozgdanego zwigzku. Ciekawym eksperymentem bylo
zastosowanie w reakcji nadmiaru substratu steroidowego, bowiem w wyniku tej zmiany
zmniejszyta si¢ wydajnos¢ glikokoniugatu 78 na korzys$¢ sulfidu cholesterylowo-fenylowego
(81) Ten z pozoru zaskakujagcy wynik udalo si¢ Doktorantce przekonywajaco wyjasnié
analizujgc prawdopodobny mechanizm izomeryzacji. Wyciagajac z omowionych powyzej
eksperymentow wniosek o wiekszej aktywnosci pochodnej i-steroidowej, Doktorantka
postanowita przebada¢ sulfid i-cholesterolowo-p-tolilowy majac nadzieje, ze ,,zablokowanie
pozycji para w pierscieniu aromatycznym przez grupe metylowa zmniejszy ilo$¢ reakcji
ubocznych”. Przyznam, ze przestanki, ktorymi si¢ kierowata Doktorantka stawiajac te hipotezg
nie za bardzo do mnie przemawiajg, faktem jest jednak, ze w wyniku reakcji elektrochemicznego
utleniania sulfidu 87 udalo jej si¢ uzyska¢ znacznie wigksza wydajnos¢ pozadanego
glikokoniugatu 78. I wiasciwie bez zastrzezen nalezatoby przyja¢ za Doktorantka, ze” sulfid i-
cholesterylowo-p-tolilowy (87) byt aktywniejszym donorem niz sulfid i-cholesterolowo-
fenylowy” gdyby eksperymenty z obydwoma sulfidami (minimalnie przeciez rdéznigcymi si¢
budowg) prowadzone byly w takich samych warunkach. Niestety, z poréwnania Tabel 2 i 3,
podsumowujacych badane procesy elektrochemicznego utleniania wynika, Ze nie
przeprowadzono dla poréwnania ani jednego eksperymentu z identycznym czasem reakcji i
natezeniem uzytego pradu. Uwaga ta odnosi si¢ takze do kolejnych opisanych w pracy
eksperymentow i kolejnych Tabel. I tym razem przeprowadzono utlenianie z nadmiarem sulfidu
87 w stosunku do cukru 77, uzyskujac zmniejszenie wydajnosci produktu 78, co Doktorantka
wytlumaczyla, podobnie jak poprzednio, sklonnoscig i-steroidow do izomeryzacji.
Prawdopodobnie ma racjg, lecz w tym przypadku wydajnos¢ produktu ubocznego, tzn. sulfidu
cholesterylowo-p-tolilowego (88) byta niemal identyczna, jak w przypadku ,,optymalnego”
eksperymentu 1 (Tabela 3).

Kolejne przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty udowodnity, ze dobry donor
sulfidowy 87 w reakcjach z cukrami posiadajacymi trudniej dostgpne, drugorzedowe grupy
hydroksylowe, nie gwarantuje juz tak dobrych wydajnosci odpowiednich glikokoniugatow lub
glikozydow. Nastgpnie Doktorantka otrzymata na drodze syntetycznej i-steroidowe pochodne
innych A’-steroidéw (diosgeniny i cholenianu metylu) i poddata je elektroutlenianiu w obecnosci
cukru 77, uzyskujac odpowiednie glikokoniugaty z umiarkowanymi wydajnosciami. Obserwacje
te, dane literaturowe oraz oczywiste niedogodnosci wynikajgce z operowania ukladami i-
steroidowymi, sktonily ja do przebadania jako donoréw pochodnych selenowych cholesterolu.
Badania te rozpoczeta synteza selenku i-cholesterylowo-fenylowego (104) oraz cholesterylowo-

fenylowego (87); podstawniki selenowe przy C-3 i C-6 miaty w tych zwigzkach a-konfiguracje,
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sugerujgcg mechanizm Sn2’ ich powstawania. Elektroutlenianie tych zwigzkéw w obecnosci
cukru 77, przeprowadzane znéw w odmiennych warunkach niz poprzednio stosowane,
zachodzilo w miar¢ wydajnie (33% wydajnos¢ 78) tylko dla pierwszego z nich. Dos¢
nieoczekiwanie, Doktorantka stwierdzila, ze sam izomer cholesterolu, tzn. i-cholesterol, catkiem
dobrze sprawdza si¢ w charakterze donora — uzyskano 47% wydajnos¢ glikokoniugatu 78.
Sklonito jg to do otrzymania i przebadania innych pochodnych i-steroidowych eteréw (z
podstawnikami alkilowymi, arylowymi, sililowymi, itp.), jako donoréw w elektrochemicznej
glikozylacji. Okazato si¢, ze wszystkie te zwigzki, z wyjatkiem eteru p-hydroksyfenylowego
110, okazaty si¢ dobrymi donorami cholesterylu tworzac glikokoniugat 78 z wydajnosciami 40-
58%. Doktorantka zasugerowala mechanizm powstawania tych produktéw, jak tez
niepozadanych produktéw ich izomeryzacji. Nie kwestionujgc poprawnosci tego mechanizmu,
wydaje mi sig, ze jesli tylko on odpowiadatby za powstawanie produktéw, to przy przejsciu od
eteru metylowego 111, poprzez eter etylowy 112 i izopropylowy 113, wydajnos¢ produktu
izomeryzacji powinna spada¢ (zwiekszona zawada steryczna, tak jak w przypadku eteru
sililowego 114), natomiast wydajnos¢ zwigzku 78 wzrasta¢. Takich zaleznosci jednak nie widaé
w Tabeli 5 1 pozadany bytby w tym miejscu jakis$ komentarz.

W kolejnym podrozdziale pracy Doktorantka opisuje kontynuowanie poszukiwan
dobrego donora cholesterylu, tym razem koncentrujgc swe wysitki na otrzymaniu i przebadaniu
fatwo dostgpnych eteréw cholesterylowych: alkilowych, arylowych i sililowego. Niestety,
przebadanie ich reakcji elektroutleniania w obecnosci cukru 77 wykazato biernos¢ tych
zwigzkéw w zastosowanych zakresach potencjatu. Wypada zgodzi¢ sie z Doktorantkg, ze w
przypadku eteru #-butylowego i sililowego sugerowa¢ mozna odmienny mechanizm reakcji,
zakladajacy rozpad powstatych kationorodnikéw z powstaniem trwalszych, trzeciorzedowych
karbokationéw.

Kolejnymi przebadanymi donorami cholesterylu byly: tiocyjanian i merkaptan
cholesterylu; wsréd produktéw wyizolowanych po elektrolizie drugiego z nich znalazt sie
disulfid cholesterylowy (129) oraz podwojnie podstawiony ugrupowaniem tiocholesterylowym
cukier 130. Po tych niezbyt udanych probach znalezienia odpowiednich donoréw, Doktorantka
otrzymata i przebadata szereg estréw oraz halogenk6éw cholesterylowych, ktore takze okazaty sig
niereaktywne. Pewnym sukcesem (17% wydajnos¢ glikokoniugatu 78) byt wynik reakcji jodku
cholesterylu (127b), ktérego elektroliza przeprowadzana byla w obecnosci mediatora -
Co(ClOs4)2. Znaczacym natomiast sukcesem zakonczyly sie proby zastosowania
trichloroacetoiminylowego donoru cholesterylu, tzn. trichloroacetoimidanu cholesterylu (131).

Elektroutlenianie tego zwigzku w obecnosci cukru 77 pozwolito na uzyskanie glikokoniugatu 78
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z wydajnoscig 32%, a przy uzyciu dwukrotnego nadmiaru steroidu w stosunku do cukru
osiggni¢to az 57% wydajnos¢ pozadanego produktu. Doktorantka przedstawita sugerowany
mechanizm elektroutleniania zwigzku 131, zakladajgcy tym razem odszczepienie malych
czasteczek.

Koncowym fragmentem badan wiasnych bylo przetestowanie trzech réznorodnych
pochodnych fosforanowych cholesterylu (zwiazki 132-134); w przeciwienstwie do pierwszego z
nich, obie pochodne — dimetylofosforan(Ill) (133) oraz difenylofosforan(V) (134) okazaly si¢
wyjatkowo dobrymi donorami cholesterylu, dajac w reakcjach elektroutleniania glikokoniugat
78 odpowiednio z 46 i 54% wydajnoscig. Gorsze rezultaty Doktorantka uzyskata badajac
anodowe utlenianie innych fosforanowych pochodnych steroidéw, np. diosgeniny. Fosforan 134
okazal sie¢ za to uzyteczny jako donor w syntezie glikozydow. Wynik tego eksperymentu
zachecit Doktorantke do sprawdzenia przebiegu jego elektroutleniania w obecnosci cukrow
posiadajacych kilka grup hydroksylowych. Poniewaz okazato sig, ze preferencyjnie ulega reakcji
ugrupowanie pierwszorzedowego hydroksylu, skoncentrowata najpierw swa uwage na 1,6-
anhydro-B-D-glukozie (148), posiadajacej trzy drugorzedowe grupy hydroksylowe. W wyniku
reakcji elektrochemicznej powstala zlozona mieszanina produktéw, m.in. mono-, di- oraz
tricholesterylowanych. Doktorantce udato si¢ rozdzieli¢ te zwigzki i ustali¢ ich budowe, gtéwnie
na podstawie dokladnej analizy ich widm rezonansu magnetycznego, jedno- i
dwuwymiarowych. Zwlaszcza rezonans weglowy tych polaczen okazat si¢ uzyteczny, dokonane
przez Doktorantke poréwnanie przesunie¢ chemicznych wegli z czgéci cukrowej w elegancki
spos6b dowodzito, ktére pozycje ulegly cholesterylacji. Kolejnym przebadanym cukrem byt
metyloglukozyd 150, w ktoérego czgsteczce oprocz trzech drugorzedowych hydroksyli byt takze
pierwszorzedowy. I ta proba zakonczyla si¢ powodzeniem — anodowe utlenianie fosforanu 134
w obecnosci tego zwigzku prowadzilo — tak jak tego mozna bylo oczekiwaé — do bardzo
skomplikowanej mieszaniny produktow, z ktorej jednak udato sie Doktorantce wyodrebnic i
zidentyfikowa¢ produkty mono-, di-, tri-cholesterylowane oraz tetracholesterylowany.

W podsumowaniu badan wiasnych Doktorantka stusznie podkreslita, ze opracowana
przez nig metoda syntezy pochodnych cukrowych z zastosowaniem fosforanowych pochodnych
cholesterolu umozliwia wydajne otrzymywanie nie tylko glikozydow ale roéwniez
glikokoniugatéw, stanowigc przy tym jedyna metode jednoetapowej syntezy zwigzkow,
zawierajacych kilka reszt cholesterylowych przytaczonych do czasteczki cukru. Nie moze wiec
dziwi¢ znaczny dorobek publikacyjny Doktorantki — Jej badania zwigzane z przedstawiong
dysertacja opublikowane zostalty w czterech artykulach, w recenzowanych czasopismach

naukowych o znacznym wspoétczynniku oddziatywania (IF).
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Po bardzo zwieztym podsumowaniu wynikow rozpoczyna si¢ czes$¢ eksperymentalna, w
ktorej - oprocz opisdbw doswiadczen - Doktorantka zamiescita dane widmowe otrzymanych
zwiazkéw. Z duzym uznaniem nalezy podkresli¢ zamieszczenie doktadnych opiséw widm 'H i
13C NMR (wraz ze szczegbtows interpretacja poszczegdlnych sygnatéw), widm w podczerwieni,
a takze widm masowych (szkoda ze nie wysokorozdzielczych), dowodzacych prawidlowosci
przypisanych struktur. O bieglosci Doktorantki w tym zakresie $wiadczy chocby doktadne
zinterpretowanie widm NMR cukru podstawionego czterema ugrupowaniami cholesterylowymi
(zwigzku 151a), natomiast o Jej bieglosci eksperymentalnej niezwykle staranne wykonywanie
nietatwych eksperymentdw preparatywnych elektroliz oraz wykrystalizowanie niektérych
zwigzkéw 1 otrzymanie krysztaldw o jakosci odpowiedniej do wykonania rentgenowskiej analizy
strukturalne;.

Praca napisana jest poprawnym je¢zykiem, jednak czytelnik napotyka czasami niezbyt
zgrabne stylistycznie zdania, takie jak np. na str. 31, zaczynajace si¢ od “O2 Byl aktywowany™.

Z obowiagzku recenzenta wymieni¢ teraz pewne usterki omawianego przeze mnie tekstu:
str. 14: Doktorantka podaje w tekscie pracy (str. 14 i dalsze) systematyczne nazwy epoksydow w
konwencji Sa,60-epoksy, a nie 5,6a-epoksy (tak podata np. na Schemacie 5); ta druga wydaje
mi si¢ bardziej prawidtowa.
str. 20: dienon 26 mozna istotnie przeksztatci¢ w 7-dehydrocholesterol (odn. 59) ale wydajnos¢
nie jest za wysoka, bo w konicowym etapie redukcji powstaje mieszanina 3a- i 3f-epimeréw
str. 27: dlaczego kolejnos¢ zwigzkow 45-49 na Schemacie 16 jest taka, ze 49 poprzedza 48; tego
typu numeracja powtarza si¢ na szeregu nastgpnych schematach i w tabelach (np. zwigzki 108-
113 na Schemacie 45, zwigzki 108-114 na Schemacie 48 i w Tabeli 5)
str. 30: w podpisie pod Schematem 20 lepsze byloby ,,utleniania tancucha” zamiast ,,odtagczania
fancucha”
str. 33, ostatni wiersz: jon bromoniowy byt produktem posrednim
str. 43: na Schemacie 32 stosunek produktow 84 do 81 jest podany jako 50:9, a w tekscie
powyzej jako 7:1
str. 57: na Schemacie 50 nad strzalkg powinien by¢ substrat steroidowy 120, a nie 110
str. 71, ostatnie trzy wiersze: z przedstawionych Tabel 10 i 11 nie wynika, aby zdanie ,,Sygnaty
pochodzace od atoméw wegla, przy ktorych nastapito podstawienie przesuwajg si¢ w strone
nizszych wartosci & (ppm) w poréwnaniu do niepodstawionego cukru” byto prawdziwe; wydaje
sig, ze jest na odwrot.

Recenzowana dysertacja doktorska zawiera bogaty 1 interesujgcy materiat

eksperymentalny. Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania naukowe wskazuja, moim

6




zdaniem, na pelng dojrzatos¢ naukowa Autorki. Na podkreslenie zastuguje podawanie przez
Nig prawdopodobnych mechanizméw badanych reakcji. Bez watpienia takg konkluzje
potwierdza tez fakt umiejetnego poszukiwania przez Doktorantke wydajniejszych metod
przeprowadzania takich procesow, ktére charakteryzowaty si¢ niskg wydajnoscia. Jeszcze raz
nalezy pochwali¢ w tym miejscu Jej niezwykle sprawne rozdzielanie skomplikowanych
mieszanin reakcyjnych i staranng analiz¢ danych spektroskopowych uzyskanych produktow,
pozwalajacg na przeprowadzenie - nie budzace zadnych watpliwosci - ich identyfikacji.
Jestem przekonany, Zze opracowana przez Nig 1 zbadana stereoselektywna metoda
elektrochemicznej cholesterylacji pochodnych cukrowych stanowi istotny wklad zaréwno do
chemii steroidow, jak i cukrow.

W konkluzji stwierdzam z calym przekonaniem, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska spetnia wszystkie wymagania stawiane przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym
z dnia 14 marca 2003 roku oraz wnosze o dopuszczenie mgr Anety Marii Tomkiel do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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