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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. PA\ilŁA ADAMA GRZESIA

pt. ,rSelenosteroidy - metody syntezy przy wykorzystaniu nowych i klasycznych reagentów

selenoorganicznych"

wykonanej w Pracowni Chemii Organicznej i Supramolekularnej

pod kierunkiem prof. UwB dr hab.Izabelli Jastrzębskiej

Postęp cywilizacyjny w kńdym aspekcie naszego zycia prowadzi ladzkośó do

lepszego, wygodniejszego i zdav,lać by się mogło bezpieczniejszego trybu życia. Rozkwit

farmakologii i medycyny sprawia, że wiele zagtożen związarrych z czynnikarti patogennymi

zostaje rozwiązanych lub zmtnimalizowanych. Należy jednak pamiętać, że rozwój

ewolucyjny mikroorganizmów sprawia, że stĄą się one coraz bardzie1 opome na stosowane

środki farmakologicznę. Odwieczny wyścig ludzkości z czynńkani patogennymi wcip trwa.

Z tego powodu niezwykle uzasadniona jest kużda praca zńryana z poszŃiwaniem nowych,

skuteczniejszych leków zwalczających patogeny wywołujące choroby. Do tej grupy

zńryków z pewnością należy zaltczyó związki pochodzenia naturalnego w tym

w szczególności wszelakie pochodne steroidowe. Zwiryki te odgrywaj ą olbrzymią rolę

w wielu aspektach takich nauk jak biochemia, farmacja czy medycyna. Wyizolowanie

z wątroby kolenia pospolitego skwalaminy ważnego steroidowo-poliaminowego

biokoniugatu o szerokim spektrum działania przeciwdrobnoustrojowego, sprawiło, że zaczęto

poszukiwać połączeń steroidów z ilvti związkami. W ostatnich latach dużą popularność

zyskŃ syntetyczny glikokortykosteroid - deksametazon. Zwiryek ten charakteryzuje się

silnym długotrwałym dziŃaniem przeciwzapalnym, przeciwalergicznym oraz

immunosupresyjnym.
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W 2020 roku stwierdzono, że deksametazon v,rykazuje skuteczne działane

w łagodzeniu cięźkich komplikacj i oddechowy ch związanych z COVID- 1 9.

Dlatego właśnie modyfikacja struktury steroidów może spowodować zmiany we

właściwościach fizykochemicznych tych związkow oraz zasadńczo łvpłynąó na wzrost ich

aktyrłmości biologicznej. Wybrany kierunek badń przez Pana mgr. Pawła Adama Grzesia

polegający na połączeniu specyficznych właściwości farmakologicznych steroidów oraz

mviązków selenoorganicznych powoduje powstanie nowych pochodnych o nieznanych

właściwościach biologicznych. W syntezie selenosteroidów Doktorant wykorzystń reakcję

otwierania epoksydów przy lńyciu reagenta Santiego, reakcję Michaela oraz sprzęganie

terminalnych alkinów steroidowych z elektrofilowymi reagentami selenoorganicznymi

katalizowane solami miedzi(I). Otrzymane związki zostaĘ przebadane pod kątem

biologicznym zuwzględńeniem właściwości an§bakteryjnych i przeciwnowotworowych.

Dlatego w moim odczuciu cel pracy doktorskiej polegający na opracowaniu

efektywnej metody funkcjonalizacji steroidów w związki selenoorganiczne jest w pełni

uzasadniony.

Przedłożona do recenzji rozprawa doktorska została opracowana w formie zbioru

czterech publikacji. Praca składa się następujących części: Streszczenia w języku polskim

(1 strona); Streszczenia w języku angielskim (1 strona); Celu pracy (2 strony); Części

literaturowej (8 stron); Omówienia wyników (25 strony); Podsumowania i wniosków

(2 strony); Dorobku naukowego stanowiącego podstawę rozptary doktorskiej (2 strony);

Literatury (4 strony); Publikacji stanowiących rozprawę doktorską (50 stron) otaz

Oświadczeń współaut orów (22 strony).

Na dorobek naukowy Doktoranta składa się 5 opublikowanych prac oryginalnych,

z cz'ego 4 wchodzą w skład dysertacji. Ponadto Doktoranl jest współautorem 6 komunikatów

posterowych. W latach 2017-2019 Doktorant był wykonawcą w grancie OPUS 9 (,,Synteza

alkaloidów Solanum i ich analogów ze steroidowych sapogenin"), zaś w 2019 roku otrzymał

dofinansowanie projektu badawczego pt,,Synteza i akĘwność biologiczna steroidowych
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analogów ebselenu" w ramach Badń Młodych Naukowców na Uniwersl,tecie

w Białymstoku. Warto podkreślić, że Pan mgr Grześ odbył także cńeromiesięczny staż

naukowy na Universitd degli Studi di Perugia w grupie profesora Santiego w okresie

od 9 stycznia do 9 maja 2019 roku

IJważarn, że pov,yższe wskńniki świadczą o bardzo dobrym poziomie naukowym

Doktoranta oraz prezentowanych prac naukolvych i stanowią podstawę do postępowania

zwiaganego z nadanięm stopnia naukowego doktora nauk chemicznych.

W części literaturowej Autor pracy omówił strukturę, podziń i metody syntezy

selenosteroidów. Warto podkreślić, żę ta częśó dysertacji stanowi fragment pracy

przeglądowej [P1]: I. Jastrzebska, P. A. Grzes, K. Niemirowicz-Laskowska, H. Car,

Selenosteroids - promising hybrid comporrnds with pleiotropic biological activi§: synthesis

and biological aspects, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biologł 2I3 (2021).

W tym miejscu chciałbym zaznaczyć, że lekki mój niedosy.t budzi brak mechanizmu dla

reakcji przedstawionych na Schematach 4 oraz 7 .

W pracy [P2] (International Journal of Molcular Science) Doktorant przedstawił

metodę otrzymywania selenosteroidów za pomocą reagenta Santiego (PhSeZnCl). W tym

celu otrzymał szęśó epoksydów steroidowych, poprzez reakcję z MCPBA w DCM. Oprócz

epoksydów Doktorant zbadaŁ również reaktywność innych pochodnych steroidowych

(u,B-nienasycony keton oraz oksymy) z PhSeZnCl. Pojawia się tutaj pytanie: w jaki sposób

można wytłumaczyć brak pozytlłvnych rezultatów tych reakcji? W tym miejscu chciałbym

podkreślić niezwykle interesujące wyniki otrzymane dla eksperymentu sprawdzającego

właściwości redŃcyjne jednego z otrzpanych selenosteroidów (36).

Wykonano także badania biologiczne, które miały rla celu ocenę

właściwości przeciwbakteryjnych otrzymanych selenosteroidów. Pomiar przeprowadzono

poprzez obserwację zmian w luminescencji Pseudomonas aeruginosa. Wszystkie

przetestowane selenosteroidy wpływały na badany szczep. Szczególnie ciekawe wydaje mi
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się przedstawienie i omówięnie obniZenia aktywności metabolicznej bakterii Pseudomonas

aeruginosa przy użyciu otrzymartych selenosteroidów w porównaniu do kolisĘny. Najwyższą

aktyvmość vłykazywał związek (38).

W pracy |P3] (Internątional Journal of Molcular Science) Pan mgr Grześ przedstawił

syntezę selenosteroidów w oparciu o system dwufazowy opracowany przez C. Santiego

i innych, który bardzo dobrze się sprawdza w reakcjach z halogenkami alkilowymi,

epoksydami oraz w reakcji Michaela. Ponadto zostńa opisana modyfikacja tej syntezy, która

polegała na generowaniu nukleofilowych reagentów seleneorganicznych w układzie woda -
r o zpvszczalnik organi czny.

W pierwszych próbach Doktorant wykorzystał androstedion posiadający układ

o,,B-nienasyconego ketonu oraz diselenek difenylu. Reakcje te nie przyniosły oczekiwanego

rezultatu, dlatego mgr Grześ zastosował 1,4-androstedien-3,17-dion oraz octan prednizonu, ze

względu na obecność dodatkowego wiązania podwójnego w położeniu C(1)-C(2). Ciekawym

zabiegiem było otrzymywanie selenosteroidów oraz tiosteroidów przy uzyciu różmych

diseleŃów lub disiarczków. Autor dysertacji przedstawił strŃtury odpowiednich produktów

w Tabelach 5 i 6. Niestety w kolumnie związanej z doborem odpowiedniego diselenku

numery związków nie odpowiadają rzeczywistym rwiązkom pokazanym w Tńeli 4. Jest to

błąd edytorski poniewaz w publikacji [P3] (str. 76-ł8) strŃtury są przyporządkowane

prawidłowo. W tym miejscu chciałbym zapytać Doktoranta czy rozważał możliwy

mechanizm tworzęńa się diseleŃów lub disiarczków?

Przeprowadzono równięż badaria biologiczne, które miały na celu ocenę właściwości

antyproliferacyjnych trzech selenosteroidów (46), (47) i (48). Związki te przebadano na linii

komórkowej HeLa. Obserwacja mikroskopowa wykazała mniejszą |iczbę oraz gorszy stan

komórek hodowlanych z dodatkiem testowanych selenosteroidów. Na podstawie danych

dotyczących zależności tempa wzrostu komórek od stęzenia selenosteroidu

wyliczono parametr GIso dla kazdego związku, a w celu zbadania mechanizmu działaria
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badanych selenosteroidów, przeanalizowano profil przeżywalności komórek oraz apoptozy

pod ich wpłyrvem. Analiza cytometryczna potwierdziła proapoptoĘczne właściwości

badanych selenosteroidów. Najsilniejszą indukcję procesu apoptozy zaobserwowano dla

pochodnej (47). Wa'zną częścią pracy były badania ekspresji genów odpowiedzialnych za

biosyntezę cholesterolu. W tym przypadku również selenosteroid (47) vłykazywń

najsilniejsze działańe, gdyż dodatkowo obniZał ekspresję genu PDHB, kodującego białko

odpowiedzia\nę za dekarboksylację pirogronianu do acetylo-CoA, który jest kluczowym

metabolitem wielu procesów katabolicznych i anabolicznych.

W pracy |P4] (Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biologl) Doktorant

opisał metodę otrzymywania selenosteroidów (61), (64), (66) i (69) w oparciu o sprzęganie

terminalnych alkinów steroidowych (otrzymarrych przęz Doktoranta w ramach projektu)

z chlorkiem fenyloselenowym katalizowane solami miedzi(I). Pan mgr Grześ dokonał

opĘmalizacji warunków reakcji poprzez wybór odpowiedniego rozpuszczalnika,katalizatora

oraz temperatury (najlepsze wyniki otrzymano w dimetyloformamidzie, w temperaturze

100oC, przy ażyciu Cuzlz). Swoją drogą warto w tym miejscu się zastanowić i byó możę

spróbować przeprowadzić reakcję typu ,,click chemistry" pomiędzy terminalnymi alkinami

steroidow;rmi i wybranymi azy dkani.

Alkinoselenosteroidy przebadano pod kątem właściwości przeciwnowotworych.

Przeprowadzono badania oceniające stopień hemolizy. Uzyskana wartośó na poziomie

I-2,5Yo potwierdza ich dobrą hemokompatybilnośó. Wykonano również badania oceny ich

kardiotoksyczności, ponieważ jednym ze skutków ubocznych terapii nowotworowej raka

piersi jest niewydolnośó serca. Uzyskane dane potwierdzĄą znikomą toksyczność na

komórkach H9C2. Oceniono także cytotoksyczność uzyskanych rwiązków. Zwiryki (65),

(66) i (69) w stężeniu 10 pg,ml--l hamowały żywotność komórek o połowę.
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Jeśli chodzi o formalną stronę przedstawionej do recenzji pracy chciałbym podkreślić

jej przejrzystość oraz dobre zilustrowanie wywodzonych tez rysunkami, schematami

i tabelami. Zauważyłem kilka drobnych pomyłek literowych, ale uwużarn, że jest to

praktycznie nie do uniknięcia. Z obovnązku Recenzenta muszę wymienió zauwazonę błędy

i niedoskonałości pracy. I tak:

1) niedopatrzeniem Autora jest strona edytorska pracy (np. str. 3: różne odstępy

w tekście; różtę formy zapisu swoich prac np. rok w nawiasie lub bez, Impact

factor kursywą lubbez, skrótem lub nie);

2) na str. 3 błędna nazwa czasopisma JourJournal zamiast Journal;

3) schemat 1 na str. 4 to Rysunek 1;

4) na str. 4 nięzrozumińe zaznaczeńe części steroidowej na niebiesko (Rysunek

a),później części niesteroidowej (Rysunki b, c, d);

5) na str. 6, Schemat 4, wzor 5 i 6 brak stereochemicznego zaznaczęnia atomu

wodoru w połozeniu C(5);

6) drobne literówki np. w Schemacie 5 ultradzwieki zamiast ultradźwięki;

7) opisy tabel powinny się znajdować nad Tabelami, a nie pod nimi;

8) na str. 19 w nazwie 1,4-androstedien-3,17-dionu brakuje myślnika po 1,4;

9) w części literaturowej nie ma jednolitości np. w pozycjach [19], I2Il-[25l
podano najpierw nazwisko autora./ów, a później inicjał imienia

w pozostałych pozycjach jest odwrotnie.

Pragnę podkreślić, że wymienione powyzej uwagi w żaden sposób nie wpływają na

moją pozytywną ocenę pracy.

Warto raz jeszcze podkreślió, że

z cńęrech publikacji opublikowanych

międzyrarodowym (IF 5,01I oraz 6,208),

recenzowanej pracy.

przedstawiona do recenzji praca jest zŁożona

w recenzowanych czasopismach o zasięgu

co samo w sobie stanowi o walorach i prestiżu
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Reasumując stwierdzam, że przedstawiona dysertacja Pana mgr. Pawła Adama

Grzesia spełnia wszystkie wymogi określone w art. 187 Ustawy z dnia20 lipca 2018 roku

Prawo o szkolnictwieuyższym i nauce (Dz.U. z20l8 r. poz.1668 zpóźn. zm.).

Na tej podstawie wroszę do Rady Wydziału Chemii Uniwersytetu w Białymstoku

o ptzyjęcie rozprary doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr. Pawła Adama Grzesia do

dalszych etapów przewodu doktorskiego.

4*
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