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Recenzja pracy doktorskiej mgr Urszuli Kielczewskiej
Synteza analogow alkaloidow steroidowych

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr Urszuli Kietczewskiej zostata wykonana
w Zaktadzie Chemii Produktéw Naturalnych Wydziatu Chemii Uniwersytetu
w Biatymstoku pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Wojtkielewicz, prof. UwB, w bardzo
dobrym laboratorium, przygotowanym do prowadzenia zaawansowanych badan
w dziedzinie chemii steroidow.

Jej celem bylo wykorzystanie diosgeniny, fatwo dostepnej sapogeniny steroidowej do
syntezy homosolasodyny, jej analogu azotowego oraz otrzymanie pochodnych
pregnenolonu zawierajacych reszte¢ benzimidazolu. Praca ta wpisuje si¢ logicznie
w tematyke realizowang od wielu lat w Zaktadzie Chemii Produktow Naturalnych. Wybor
tematu badan uwazam za trafny. Wysoka cytotoksyczno$¢ solasodyny, abirateronu czy
galeteronu zachgca do syntezy ich pochodnych i zbadania witasnosci biologicznych,
z nadzieja znalezienia zwigzkdéw potencjalnie uzytecznych w terapii. Dodatkowym atutem
jest dostepnos¢ wyjsciowej diosgeniny.

Praca zostata przygotowana w tradycyjnej formie. Liczy 153 strony i sktada si¢ z trzech
glownych czesci — czescei teoretycznej, omowienia wynikow badan wilasnych i czegsci
eksperymentalnej. Praca zawiera rowniez krotkie streszczenie po polsku i angielsku oraz
przedstawienie celu pracy. Spis literatury liczy 242 pozycje. Wiekszos¢ przywotanych
w odnosnikach prac oryginalnych zostata opublikowana pod koniec poprzedniego stulecia
lub w XXI wieku, co potwierdza aktualno$¢ zaproponowanej tematyki rozprawy
doktorskiej.

Przeglad literatury Autorka rozpoczg¢ta od omowienia wystgpowania i wiasnosci
biologicznych alkaloidow Solanum, poswiecajac najwigcej uwagi solasodynie. Nast¢pnie
oméwita znane w literaturze metody syntezy solasodyny, w ktorych najczgscie]
wykorzystywano otwarcie pierscienia F w spirostanach, wprowadzenie atomu azotu
i ponowne zamknigcie pierScienia F, tym razem zawierajgcego juz atom azotu zamiast
atomu tlenu. Rozdziat kofczy si¢ omowieniem reaktywnosci pierScienia F w solasodynie
i jej analogach. Zebrany materiat mozna uzna¢ za wystarczajacy do zrozumienia stojacych
przed Doktorantka wyzwan badawczych. Z obowigzku recenzenta zamieszczam kilka
drobnych uwag dotyczacych tego fragmentu pracy (pomijam nieistotne bledy
interpunkcyjne i literowki):



- str. 25 — niezrgczne sformutowanie "opisanqg przeze mnie metodg syntezy' — powinno
by¢ raczej "opisang powyzej",

- str. 42 — "dotyczqgca totalnej syntezy solamarginy” — pojgcie totalnej syntezy ma
zdecydowanie inne znaczenie niz potaczenie (nawet trudne preparatywnie) steroidu z reszta
cukrowa, jest to synteza z prostych substratow. Doktorantka padta tutaj zapewne ofiarg
Autoréw cytowanej publikacji, ktorzy synteze totalng umiescili w tytule pracy;

- str. 13-14 — "tomatydyna rozni sig od solasodyny ... konfiguracjq grupy metylowej ...
przy 25 atomie wegla" — powinno by¢ "konfiguracjq absolutng na 25 atomie wegla", po
pierwsze trudno bowiem mowi¢ w tym przypadku o konfiguracji grupy metylowej, a po
drugie zmienia si¢ jedynie konfiguracja absolutna na atomie C25 — budowa przestrzenna
pozostaje taka sama;

- str. 14, rysunek 6 — btedne wzory ramnozy;

- str. 14, 15, 44 - w niektorych wzorach piranoz wigzania narysowane sg w dos¢
przypadkowych kierunkach. Tymczasem ich potozenie jest Scisle okreslone budowa
przestrzenng cukréw (czy ogdlniej — cykloheksanu) i regufami opisujacymi sposdb
rysowaniu wzorow krzestowych.

Kolejny rozdziat p.t. Badania wiasne rozpoczyna opis prob beposredniego
przeksztatcenia diosgeniny w solasodyn¢ przez zamiang atomu tlenu na atom azotu
w jednym etapie. Zadanie ambitne — do tej pory udato sie to bodaj tylko jednej grupie (Tian,
Tetrahedron Lett. 2015, 6639) i to z niewielka wydajnoscia. Pierwsze proby z udziatem
azydku trimetylosililu doprowadzity do otrzymania nitrylu i diazydku. Doktorantka
wyjasnita mechanizm tworzenia sie tych nieoczekiwanych produktow. Nastepnie
przeprowadzita optymalizacj¢ procesu otrzymujac nitryl 152 z wydajnoscia 40% jako
jedyny produkt. Szkoda, ze Doktorantka nie wykonata chociaz wstgpnej proby syntezy
solasodyny z nitrylu 152. Wysitek wlozony w optymalizacje reakcji i wydajnos$¢ nitrylu
byty wystarczajaco duze, zeby pokusi¢ si¢ o przeprowadzenie kilku eksperymentow.

Nast¢pnie, Doktorantka podjgta préby wykorzystania karbaminianow w syntezie
solasodyny. Jako pierwszy zastosowata karbaminian tert-butylu, jednak konwersja
substratu byla bardzo niska. Dopiero jego zamiana na karbaminian metylu, a szczegdlnie
karbaminian benzylu, pozwolita na otrzymanie pozadanego produktu z dobrg wydajnoscia.
W obu reakcjach powstaja rowniez znaczace ilosci laktoli (164 i 166), ktore po odwodnieniu
zwigkszaja wydajnos¢ produktéw gtéwnych. Ta procedura nie zostata jednak opisana
w czesci eksperymentalnej. Rowniez opis wynikow jest niespojny. Wg. Tabeli 4 wydajnosé
produktu 165 wynosi 52%, na Schemacie 60 rosnie do 57%. Czy to wydajnos$¢ sumaryczna
po doliczeniu produktu dehydratacji laktolu 1667 Rezygnacja z oczyszczania mieszaniny
poreakcyjnej z karbaminianem benzylu i cyklizacja surowego produktu pozwolita na
znaczne zwickszenie wydajnosci solasodyny. W poréwnaniu ze znanymi metodami syntezy
tego zwiazku, procedura zastosowana przez Doktorantke prezentuje sie bardzo dobrze.
Tylko jedna metoda zapewnia wyzsza wydajnos$¢, ale kosztem 5 etapow wigcej.



Niepowodzeniem zakonczyla si¢ za to synteza z wykorzystaniem amidku
diizobutyloglinowego. Diosgenina byla niereaktywna, natomiast tigogenina dawata
pochodne z atomem azotu w pierscieniu E oraz pochodne karbocykliczne.

W nastepnym kroku Doktorantka podjeta si¢ syntezy 26a-homosolasodyny. Nie
rozumiem proby uzasadnienia podjecia si¢ tej syntezy powotaniem si¢ na przykfad
asterasteroidu A, ktory ma siedmiocztonowy pierscien B, a wigc zupetnie rézny od
badanych pochodnych. Potrzebny do syntezy nitryl Doktorantka otrzymata z bardzo dobra
wydajnoscia, cho¢ wymagato to starannego doboru warunkow reakeji. Nitryl, po redukcji
do aminy, zostat poddany cyklizacji do pozadanego homologu z wydajnoscig 53%, znowu
po zmudnej optymalizacji procesu. Niestety, powstawata mieszanina epimerdw, ktorych nie
udato sie rozdzieli¢. Przy okazji, Doktorantka zaobserwowata, ze N-acylowanie otrzymanej
mieszaniny prowadzi do epimeryzacji i powstaje wytacznie 22-epi-homosolasodyna.
Wyjasnifa rowniez pochodzenie tego fenomenu przeprowadzajac obliczenia kwantowo-
mechaniczne, ktore potwierdzity preferencje energetyczne dla tego izomeru.

22a(N)-Homosolasodyna zostata natomiast otrzymana z 22-nitrylu, produktu reakcji
diosgeniny z TMSCN. Tutaj rowniez konieczna byta optymalizacja procesu tak, aby
uniknaé tworzenia i-steroidu. Redukcja grupy CN do aminy i cyklizacja dostarczyty
pozadanej 22a(N)-homosolasodyny z dobra wydajnoscia. Doktorantka wykorzystata
opracowang metode syntezy do otrzymania rowniez nasyconego analogu homosolasodyny,
czyli 22a(N)-homosoladulcydyny.

Aktywno$¢ biologiczna otrzymanych zwiazkéw zostata przetestowana w laboratorium
prof. Strnada (Otomuniec). Kilka pochodnych wykazato znaczng aktywnos¢
przeciwnowotworowa. Szkoda, ze dla czgéci zwiazkéw nie wykonano pomiar6w
toksycznos$ci wobec normalnych komorek. Jest to parametr decydujacy o mozliwosci ich
zastosowania w terapii. Zbadano réwniez ich zdolno$¢ hamowania cholinoesteraz,
uzyskujac w kilku przypadkach bardzo obiecujace wyniki.

Ostatnim zadaniem, ktorego podjeta sie Doktorantka, byla synteza steroidow
podstawionych reszta benzimidazolu. Mam wrazenie, ze ta czg$¢ badan, w poréwnaniu
z poprzednimi syntezami, byta fatwa, lekka i przyjemna. Mimo koniecznosci optymalizacji
warunkéw reakcji, powstawaty raczej oczekiwane produkty, a gléwne problemy wynikaty
z trudno$ci z udowodnieniem ich budowy. Testy biologiczne wykazaty wysoka aktywnos¢
przeciw liniom komorkowym: raka prostaty. Niestety, brakuje danych o ich toksycznosci
wzgledem normalnych komorek.

Rozprawe doktorska zamyka obszerna cze$¢ eksperymentalna zawierajgca
szczegdtowy opis przeprowadzonych syntez i analizy strukturalnej. Przy kazdym opisie
Autorka zamie$cita wzor strukturalny zwiazku, co znakomicie utatwia odszukanie syntezy,
tym bardziej, ze numeracja zwiazkow nie zawsze odpowiada kolejnosci ich syntezy.
Brakuje pomiarow skrecalnosci optycznej. W kilku przypadkach nie zostaty zmierzone
widma HR-MS (np. 152, 153, 192, 197, 208). Czasami, w analizie budowy produktow
reakcji pomocna bywa staro$wiecka analiza elementarna, np  diazydku 153, ktory
przysporzyt sporo problemow przy analizie. Zwyczajowo, przy wydzielaniu Kilku
produktéw, wymienia si¢ je w kolejnosci wymywania z kolumny chromatograficzne;.



Sadzac z opisu preparatywnego, ta zasada nie zostata zachowana dla zwigzkow 152 i 153
oraz 1b i 11b. W procedurze 3.3.2. pominigty zostat chyba etap deaktywacji reduktora
i odparowania rozpuszczalnikow; ekstrakcja octanem etylu z THF nie zakofczy sig
sukcesem. Nie znalaztem rowniez opisu syntezy zwigzku 4c¢. Sa to oczywiscie drobne
uwagi; analizy i opisy procedur sa na ogot kompletne. W spisie literatury data publikacji
pozycji [166] powinna by¢: 2003 rok.

W Podsumowaniu Autorka wymienita najwazniejsze osiagnigcia i zebrata wnioski
wynikajace z przeprowadzonych badan. Niewatpliwie, Doktorantka wykonata olbrzymia
prace poszukujac nowych metod syntezy sapogenin steroidowych. W zdecydowanej liczbie
przypadkow syntezy zakonczyly sie sukcesem. Doktorantka opisata nowe, konkurencyjne
do znanych metod, procedury syntezy i opracowala synteze nieznanych analogdéw.
Uwazam, ze zalozone cele zostaty osiggniete. Otrzymane wyniki badan biologicznych
potwierdzity obiecujaca aktywnos$¢ biologiczna syntezowanych pochodnych. Wigkszo$¢
wynikoéw zostata juz opublikowana w szesciu publikacjach w dobrych czasopismach.
Doktorantka jest takze wspotautorka trzech publikacji, tematycznie niezwiazanych
z rozprawag doktorska. Jest to duze osiagnigcie warte podkreslenia.

Na uwage zastuguje strona edytorska rozprawy. Btedy literowe sa nieliczne,
praktycznie nie pojawiaja si¢ uchybienia w interpunkcji czy niezrgcznosci stylistyczne.
Autorka unikneta takze stosowania zargonu naukowego. W dwoch lub trzech miejscach
Doktorantka odwotuje sie do niewtasciwych schematéw lub numerdow zwigzkoéw. Biedy,
ktére udato mi sie¢ dostrzec, nie wptywaja na wartos¢ merytoryczng pracy i nie warto
poswieca¢ im czasu. Tekst czyta sig dobrze, cho¢ zdarzaja si¢ nieco zagmatwane fragmenty,
wymagajace chwili skupienia do petnego zrozumienia toku mysli Autorki. Takze pod
wzgledem merytorycznym nie mam do przedstawionej pracy zadnych zastrzezen.

Przedstawione uwagi nie wplywaja na moja wysoka oceng¢ recenzowanej pracy.
Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji praca spetnia wszystkie wymagania zwyczajowe
i wymogi obowiazujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. Z petnym

przekonaniem skfadam do Rady Dyscypliny Wydzj Chemii Uniwersytetu
w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Urszuli Kigtczewskiejdo dalszych etapow

przewodu doktorskiego. ( ) /
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