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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. PAWLA ADAMA GRZESIA
pt. ,,Selenosteroidy — metody syntezy przy wykorzystaniu nowych i klasycznych reagentow
selenoorganicznych”

wykonanej w Pracowni Chemii Organicznej i Supramolekularnej

pod kierunkiem prof. UwB dr hab. Izabelli Jastrz¢bskiej

Postep cywilizacyjny w kazdym aspekcie naszego zycia prowadzi ludzkos$¢ do
lepszego, wygodniejszego i zdawacé by si¢ moglo bezpieczniejszego trybu zycia. Rozkwit
farmakologii i medycyny sprawia, ze wiele zagrozen zwigzanych z czynnikami patogennymi
zostaje rozwigzanych Ilub zminimalizowanych. Nalezy jednak pamigtaé, Zze rozwoj
ewolucyjny mikroorganizmow sprawia, ze staja si¢ one coraz bardziej oporne na stosowane
srodki farmakologiczne. Odwieczny wyscig ludzkosci z czynnikami patogennymi wcigz trwa.
Z tego powodu niezwykle uzasadniona jest kazda praca zwigzana z poszukiwaniem nowych,
skuteczniejszych lekow zwalczajacych patogeny wywotujace choroby. Do tej grupy
zwigzkow z pewnoscig nalezy zaliczy¢ zwigzki pochodzenia naturalnego — w tym
w szczegoOlnosci wszelakie pochodne steroidowe. Zwigzki te odgrywaja olbrzymia role
w wielu aspektach takich nauk jak biochemia, farmacja czy medycyna. Wyizolowanie
z watroby kolenia pospolitego skwalaminy — waznego steroidowo-poliaminowego
biokoniugatu o szerokim spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego, sprawilo, ze zaczeto
poszukiwac polagczen steroidéw z inni zwigzkami. W ostatnich latach duza popularnosé
zyskal syntetyczny glikokortykosteroid — deksametazon. Zwigzek ten charakteryzuje sig
silnym  dlugotrwatym  dzialaniem  przeciwzapalnym, przeciwalergicznym  oraz

immunosupresyjnym.
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W 2020 roku stwierdzono, ze deksametazon wykazuje skuteczne dzialanie

w tagodzeniu ciezkich komplikacji oddechowych zwigzanych z COVID-19.

Dlatego wlasnie modyfikacja struktury steroidéw moze spowodowaé zmiany we
wiasciwosciach fizykochemicznych tych zwiazkow oraz zasadniczo wptynaé na wzrost ich
aktywnosci biologicznej. Wybrany kierunek badan przez Pana mgr. Pawta Adama Grzesia
polegajacy na potaczeniu specyficznych wiasciwosei farmakologicznych steroidéw oraz
zwigzkéw selenoorganicznych powoduje powstanie nowych pochodnych o nieznanych
whasciwosciach biologicznych. W syntezie selenosteroidéw Doktorant wykorzystat reakcje
otwierania epoksydow przy uzyciu reagenta Santiego, reakcje Michaela oraz sprzeganie
terminalnych alkinéw steroidowych z elektrofilowymi reagentami selenoorganicznymi
katalizowane solami miedzi(I). Otrzymane zwigzki zostalty przebadane pod katem
biologicznym z uwzglednieniem wiasciwosci antybakteryjnych i przeciwnowotworowych.

Dlatego w moim odczuciu cel pracy doktorskiej polegajacy na opracowaniu
efektywnej metody funkcjonalizacji steroidow w zwigzki selenoorganiczne jest w pehni
uzasadniony.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostala opracowana w formie zbioru
czterech publikacji. Praca sklada si¢ nastgpujacych czesci: Streszczenia w jezyku polskim
(1 strona); Streszczenia w jezyku angielskim (1 strona); Celu pracy (2 strony); Czesci
literaturowej (8 stron); Omoéwienia wynikow (25 strony); Podsumowania i wnioskéw
(2 strony); Dorobku naukowego stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej (2 strony);
Literatury (4 strony); Publikacji stanowiacych rozprawe doktorska (50 stron) oraz
Oswiadczen wspotautorow (22 strony).

Na dorobek naukowy Doktoranta sktada si¢ 5 opublikowanych prac oryginalnych,
z czego 4 wchodza w sklad dysertacji. Ponadto Doktorant jest wspotautorem 6 komunikatéw
posterowych. W latach 20172019 Doktorant byt wykonawcg w grancie OPUS 9 (,,Synteza
alkaloidow Solanum i ich analogow ze steroidowych sapogenin®), za$§ w 2019 roku otrzymat

dofinansowanie projektu badawczego pt ,,Synteza i aktywnosé biologiczna steroidowych
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analogéw ebseleny” w ramach Badan Mlodych Naukowcoéw na Uniwersytecie

w Bialymstoku. Warto podkresli¢, ze Pan mgr Grzes odbyl takze czteromiesigczny staz
naukowy na Universitd degli Studi di Perugia w grupie profesora Santiego w okresie
od 9 stycznia do 9 maja 2019 roku

Uwazam, ze powyzsze wskazniki $wiadcza o bardzo dobrym poziomie naukowym
Doktoranta oraz prezentowanych prac naukowych i stanowig podstawe do postgpowania
zwigzanego z nadaniem stopnia naukowego doktora nauk chemicznych.

W czesci literaturowej Autor pracy omowil strukture, podzial i metody syntezy
selenosteroidow. Warto podkresli¢, ze ta cze$¢ dysertacji stanowi fragment pracy
przegladowej [P1]: 1. Jastrzebska, P. A. Grzes, K. Niemirowicz-Laskowska, H. Car,
Selenosteroids — promising hybrid compounds with pleiotropic biological activity: synthesis
and biological aspects, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 213 (2021).
W tym miejscu chcialbym zaznaczyé, ze lekki mdj niedosyt budzi brak mechanizmu dla
reakcji przedstawionych na Schematach 4 oraz 7.

W pracy [P2] (International Journal of Molcular Science) Doktorant przedstawit
metode otrzymywania selenosteroidow za pomoca reagenta Santiego (PhSeZnCl). W tym
celu otrzymat sze$¢ epoksydow steroidowych, poprzez reakcje z MCPBA w DCM. Oprdcz
epoksydow Doktorant zbadal réwniez reaktywnos$¢ innych pochodnych steroidowych
(a,B-nienasycony keton oraz oksymy) z PhSeZnCl. Pojawia si¢ tutaj pytanie: w jaki sposob
mozna wytlumaczy¢ brak pozytywnych rezultatow tych reakcji? W tym miejscu cheialbym
podkresli¢ niezwykle interesujagce wyniki otrzymane dla eksperymentu sprawdzajacego
wilasciwosci redukcyjne jednego z otrzymanych selenosteroidow (36).

Wykonano takze badania biologiczne, ktére mialy na celu oceng
wlasciwo$ci przeciwbakteryjnych otrzymanych selenosteroidéw. Pomiar przeprowadzono
poprzez obserwacje zmian W luminescencji Pseudomonas aeruginosa. Wszystkie

przetestowane selenosteroidy wptywaly na badany szczep. Szczegdlnie ciekawe wydaje mi
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si¢ przedstawienie i omdwienie obnizenia aktywnosci metabolicznej bakterii Pseudomonas

aeruginosa przy uzyciu otrzymanych selenosteroidéw w poréwnaniu do kolistyny. Najwyzsza
aktywnos$¢é wykazywal zwigzek (38).

W pracy [P3] (International Journal of Molcular Science) Pan mgr Grze$ przedstawit
synteze selenosteroidow w oparciu o system dwufazowy opracowany przez C. Santiego
i innych, ktory bardzo dobrze si¢ sprawdza w reakcjach z halogenkami alkilowymi,
epoksydami oraz w reakcji Michaela. Ponadto zostata opisana modyfikacja tej syntezy, ktdra
polegata na generowaniu nukleofilowych reagentéw selencorganicznych w uktadzie woda —
rozpuszczalnik organiczny.

W  pierwszych proébach Doktorant wykorzystal androstedion posiadajacy uklad
a,B-nienasyconego ketonu oraz diselenek difenylu. Reakcje te nie przyniosty oczekiwanego
rezultatu, dlatego mgr Grzes$ zastosowat 1,4-androstedien-3,17-dion oraz octan prednizonu, ze
wzgledu na obecnos$¢ dodatkowego wiazania podwojnego w potozeniu C(1)-C(2). Ciekawym
zabiegiem bylo otrzymywanie selenosteroidéw oraz tiosteroidéw przy uzyciu réznych
diselenkow lub disiarczkow. Autor dysertacji przedstawit struktury odpowiednich produktow
w Tabelach 5 i 6. Niestety w kolumnie zwigzanej z doborem odpowiedniego diselenku
numery zwigzkow nie odpowiadajg rzeczywistym zwigzkom pokazanym w Tabeli 4. Jest to
blad edytorski poniewaz w publikacji [P3] (str. 76-78) struktury sa przyporzadkowane
prawidlowo. W tym miejscu chcialbym zapyta¢ Doktoranta czy rozwazal mozliwy
mechanizm tworzenia si¢ diselenkéw lub disiarczkow?

Przeprowadzono rowniez badania biologiczne, ktére miaty na celu oceng wlasciwosci
antyproliferacyjnych trzech selenosteroidow (46), (47) i (48). Zwiazki te przebadano na linii
komorkowej HeLa. Obserwacja mikroskopowa wykazata mniejszg liczbg oraz gorszy stan
komorek hodowlanych z dodatkiem testowanych selenosteroidéw. Na podstawie danych
dotyczacych  zaleznosci tempa  wzrostu komorek od stezenia  selenosteroidu

wyliczono parametr Glsy dla kazdego zwigzku, a w celu zbadania mechanizmu dziatania
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badanych selenosteroidéw, przeanalizowano profil przezywalnosci komorek oraz apoptozy

pod ich wplywem. Analiza cytometryczna potwierdzita proapoptotyczne wiasciwosci
badanych selenosteroidow. Najsilniejsza indukcj¢ procesu apoptozy zaobserwowano dla
pochodnej (47). Wazna czescig pracy byly badania ekspresji genéw odpowiedzialnych za
biosynteze cholesterolu. W tym przypadku réwniez selenosteroid (47) wykazywat
najsilniejsze dzialanie, gdyz dodatkowo obnizat ekspresje genu PDHB, kodujacego biatko
odpowiedzialne za dekarboksylacje pirogronianu do acetylo-CoA, ktéry jest kluczowym
metabolitem wielu proceséw katabolicznych i anabolicznych.

W pracy [P4] (Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology) Doktorant
opisal metode otrzymywania selenosteroidéw (61), (64), (66) i (69) w oparciu o sprzeganie
terminalnych alkinéw steroidowych (otrzymanych przez Doktoranta w ramach projektu)
z chlorkiem fenyloselenowym katalizowane solami miedzi(I). Pan mgr Grzes dokonat
optymalizacji warunkow reakcji poprzez wybdr odpowiedniego rozpuszczalnika, katalizatora
oraz temperatury (najlepsze wyniki otrzymano w dimetyloformamidzie, w temperaturze
100°C, przy uzyciu Culp). Swoja drogg warto w tym miejscu si¢ zastanowi¢ i by¢ moze
sprébowaé przeprowadzié reakcje typu ,.click chemistry” pomigdzy terminalnymi alkinami
steroidowymi i wybranymi azydkami.

Alkinoselenosteroidy — przebadano pod katem  wilasciwosci  przeciwnowotworych.
Przeprowadzono badania oceniajgce stopien hemolizy. Uzyskana warto$¢ na poziomie
1-2,5% potwierdza ich dobrg hemokompatybilnos¢. Wykonano réwniez badania oceny ich
kardiotoksycznosci, poniewaz jednym ze skutkéw ubocznych terapii nowotworowej raka
piersi jest niewydolno$¢ serca. Uzyskane dane potwierdzaja znikomg toksyczno$¢ na
komorkach H9C2. Oceniono takze cytotoksycznos$é uzyskanych zwigzkéw. Zwiazki (65),

(66) 1 (69) w stezeniu 10 pg-mL~" hamowaly zywotno$¢ komérek o potowe.
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Jesli chodzi o formalng strong przedstawionej do recenzji pracy checiatbym podkresli¢

jej przejrzysto$¢ oraz dobre zilustrowanie wywodzonych tez rysunkami, schematami

i tabelami. Zauwazylem kilka drobnych pomytek literowych, ale uwazam, ze jest to

praktycznie nie do uniknigcia. Z obowigzku Recenzenta musz¢ wymieni¢ zauwazone bledy
i niedoskonatosci pracy. I tak:

1) niedopatrzeniem Autora jest strona edytorska pracy (np. str. 3: rézne odstepy

w tekscie; rozne formy zapisu swoich prac np. rok w nawiasie lub bez, Impact

factor kursywa lub bez, skrotem lub nie);

2) na str. 3 btedna nazwa czasopisma JourJournal zamiast Journal;
3) schemat 1 na str. 4 to Rysunek 1;
4) na str. 4 niezrozumiale zaznaczenie czesci steroidowej na niebiesko (Rysunek

a), pdzniej czesci niesteroidowej (Rysunki b, ¢, d);
5) na str. 6, Schemat 4, wzor 5 i 6 brak stereochemicznego zaznaczenia atomu

wodoru w potozeniu C(5);

6) drobne literowki np. w Schemacie 5 ultradzwieki zamiast ultradzwieki;

7) opisy tabel powinny si¢ znajdowac nad Tabelami, a nie pod nimi;

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

9 w czesei literaturowej nie ma jednolitosci np. w pozycjach [19], [21]-[25]

podano najpierw nazwisko autora/6w, a poOzniej inicjal imienia

w pozostalych pozycjach jest odwrotnie.

Pragne podkresli¢, ze wymienione powyzej uwagi w zaden sposob nie wpltywaja na

mojg pozytywng ocene pracy.

Warto raz jeszcze podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji praca jest zlozona
z czterech publikacji opublikowanych w recenzowanych czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym (IF 5,011 oraz 6,208), co samo w sobie stanowi o walorach i prestizu

recenzowanej pracy.
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Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona dysertacja Pana mgr. Pawla Adama

Grzesia spetnia wszystkie wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.).

Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku
o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr. Pawla Adama Grzesia do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

4&% Y o1’ ﬂ:%
2/W oS

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, Collegium Chemicum, 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 17 56,
tposp@amu.edu.pl

strona7z7



