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Recenzja pracy doktorskiej mgr Kamila Lisieckiego, zatytulowanej:

Synteza lignanéw i ich pochodnych z wykorzystaniem procesu fotocyklizacji

Praca zostala wykonana w Pracowni Chemii Zwigzkéw Naturalnych na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem Prof. dr hab. Zbigniewa Czarnockiego.

Pan mgr Kamil Lisiecki realizowat swoje badania w laboratorium o uznanej renomie, kiére
zajmuje sie m. in. stereoselektywng synteza alkaloidéw oraz lighanéw, a takze innych
zwigzkéw heterocyklicznych o znaczeniu farmakologicznym, czesio wywodzacych sig z
pochodnych naturalnych. Otrzymywanie zwigzkéw o znanej aktywnosci na drodze czysio
syntetycznej, bez wyodrebniania ze Zrodet naturalnych jest przedmiotem tzw. syntezy totalnej,
kiéra dodatkowo w sposéb absolutny potwierdza ich budowe. Korzyécig badaf nad synteza
totalng moze byé uzyskanie naukowego zrozumienia biologicznej aktywnoSci pierwotnego
produktu naturalnego pozwalajace na otrzymanie prostszych analogow posiadajgcych taka
sam3 aktywnoéé biologiczng lub projektowanie nowych, jeszcze skuteczniejszych lekow.
Dodatkowym, ale weale nie mniej istotnym celem takiej syntezy jest opracowanie i testowanie
uzytecznoéci nowych procedur reakeji chemicznych oraz nowych odczynnikéw chemicznych.
Przedmiotem badah mgr Lisieckiego byla synteza zwigzkoéw z grupy arylotetralin i
arylodihydronaftalenéw, nalezacych do rodziny cyklolignanéw, ktérych najlepiej poznanym
przedstawicielem jest podofilotoksyna (PPT). Podofilotoksyna ma udokumeniowane
zastosowania medyczne, poniewa2 jest w stanie zatrzymac replikacje zaréwno komérkowego,
jak i wirusowego DNA przez wigzanie niezbednych enzyméw. Moze dodatkowo destabilizowad
mikrotubule i zapobiegaé podziatowi komarek. Poszukiwanie nowych aktywnych zwigzkow,
stanowi ciggte wyzwanie dla chemikéw, biologéw i medykow zaangazowanych w badania
przeciwnowotworowe. Naturalne lignany, w tym PPT, moga stanowi¢ dobry punkt wyjscia do
syntezy nowych bioaktywnych pochodnych. W bazie Web of Science tylko dla 2019 r. mozna
odnalezé 33 publikacje dotyczace podofilotoksyny i jej analogéw (stan na dzieri 25.06.2019).



Z powyzszych wzgledow uznaje temat przygotowanej pracy doktorskiej za aktualny i wazny,
zaréwno ze wzgledow poznawczych, jak i aplikacyjnych.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa dokiorska napisana jest w sposéb klasyczny.
Manuskrypt skiada si¢ z czeSci literaturowej (71 siron), czeéci szczegblowo omawiajacej
uzyskane przez doktoranta wyniki (59 stron), czesci stricte eksperymentalnej (45 strony) oraz
bibliografii. W calej pracy cytowanych jest 206 pozyciji bibliograficznych. Dodatkowo
zamieszczone jest streszczenie oraz spis publikacji, w ktérych przedstawiono badania
doktoranta zebrane w dyseriacji. Godne podkreélenia jest, Ze lista ta obejmuje pieé publikacii
w renomowanych czasopismach z listy Filadelfijskiej, w ktérych Pan Lisiecki jest pierwszym
autorem oraz publikacje w roczniku Review and Research on Cancer Treatment wydawanym
przez Fundacje na Rzecz Promociji Nauki i Rozwoju z Lublina.

Czest literaturowa pracy w syntetyczny sposéb przedstawia charakterystyke lignanéw jako
grupy oraz bardzo obszermie opisuje wiasciwoéci samej podofilotoksyny oraz jej pochodnych.
W sposéb przejrzysty pokazana jest zalezno&é akitywnosci biologicznej zwigzkéw od
modyfikacji poszczegélnych stalych elementéw siruktury oraz ktére z modyfikacji dawaly
najlepsze rezultaty. Autor przybliza rowniez glowne metody syntezy podofilotoksyny, oparte
na sprzezonej addycji tandemowej, cykloaddycji Dielsa-Aldera oraz inne inspirowane
biologicznie. W osobnych podrozdziatach przedstawia sposoby syntezy enancjomerycznie
wzbogaconych pochodnych PPT, obejmujgce giéwne metody ofrzymywania enancjomerow,
#j. rozdziat mieszaniny racemicznej, wykorzystanie chiralnego substratu, czy wykorzystanie
chiralnego pomocnika. A poniewaz autor sam zajmowat sie fotocyklizacja, wiele wysitku wiozyt
w pokazanie przykladow fotochemicznie indukowanej cyklizacii pochodnych kwasu E.E-
bisbenzylidenobursztynowego oraz przyblizenie postulowanych mechanizméw tego procesu.
Po raz pierwszy fotochemiczne otrzymywanie cyklolignanéw przeprowadzono juz dos¢ dawno
(w 1965r.) jednak popularyzacja tej metody nastapita dopiero na poczatku XX! wieku. Co
wiecej, szybko okazalo sie, ze fotocyklizacja moze byé stereoselektywna i z pojedynczych
atropoizomerow bisbenzylidenobursztynianow pozwala syntezowaé czyste diastereoizomery
prekursoréw lignanéw. W tej kwestii niekwestionowany udziat miat tez zespét Prof.
Czarmockiego. Czeéé literaturowa dysertacji koficzy sie oméwieniem reakcji fotochemicznych
W przeptywie”, wskazaniem ich wymogéw, zalet oraz praktycznych zastosowan. Caly ten
rozdziat zredagowany jest w przemyslany sposéb i napisany bardzo starannie. Sposéb
przedstawienia zagadnief oraz wybo6r przykladow swiadezy o tym, ze doktorant biegle porusza
sie w tematyce. Drobnym mankamentem moze byé to, Ze nie odwoluje sie do najnowszych
srodet literaturowych, a jak wykazatam wezesniej, tematyka jest dosé intensywnie rozwiiana.



Czesé pracy poéwiecona oméwieniu wynikéw wiasnych osiggnietych przez mgr Lisieckiego
podziclona jest na pigé czeéci, zgodnie z podejmowanymi zadaniami badawczymi,
dotyczacymi:

opracowania formalnej syntezy podofilotoksyny,

opracowania totalnej syntezy (+)-epigalcatyny,

zastosowania L-proliny jako chiralnege pomocnika w syntezie cyklolignanéw,

syntezy (1R)-metylopodofilotoksyny,

zhadania aktywnosci cytotoksycznej/cytostatycznej otrzymanych cyklolignanéw.

Kazdy z podrozdziatéw stanowi jakby odrebng cato$¢ opatrzong wstepem i podsumowaniem.

Fundamentem calosci prac wydaje sie byé pierwsza cze$¢, dotyczaca syntezy
podofilotoksyny. W swoim podejéciu mgr Lisiecki jako kluczows wykorzystat fotocyklizacje
chiralnego atropoizomerycznego amidoestru 1,2-benzylidenobursziynianu, ktory weczesniej
otrzymat z odpowiednich aromatycznych aldehydéw, bursztynianu dietylu i L-prolinolu,
stanowigcego Zrédio chiralnosci. Probujge zoptymalizowaé warunki i uzyska¢ jak najlepsza
wydajnoéé, autor stwierdzil, ze najkorzystniej bedzie przeprowadzaé napromieniowanie w
reaktorze fotochemicznym z przeplywem cigglym | samodzielnie takowy Zbudowat.
Podsumowujac, przeprowadzit 9-cio etapows liniowa synteze enancjomerycznego alkoholu
(+)-208, bedacego bezposrednim prekursorem (-)-podofilotoksyny (wg procedury Jonesa i
Thompsona). Opracowana metodyka daje mozliwosci syntezy roznie podstawionych
epimerycznych analogéw znanych oraz nowych pochodnych cyklolignanéw. Wario tu
podkredlié, ze publikacja w Organic and Biomolecular Chemistry, zawierajgca uzyskane
wyniki, zostala wyrézniona oktadka czasopisma.

Kolejnym etapem bylo sprawdzenie uZytecznoéci opracowanej metodologii. Zastosowano jg
do syntezy (+)-epigalcatyny, sterecizomeru naturalnej (-)-galcatyny, ktéry w przyrodzie nie
wystepuje, a charakteryzuje sie rzadko spotykan3 konfiguracjg cis podstawnikow w pierécieniu
B. Podobnie jak w przypadku syntezy PPT, najpierw na drodze kondensacji Stobbego
przygotowany zostat odpowiedni szkielet weglowy, ktéry po wstawieniu pomocnika chirainego
w postaci L-proliny stanowit substrat do fotocyklizacji wykonanej w warunkach przeptywowych.
Po usunigciu czynnika chiralnego i przeprowadzeniu modyfikacji strukturalnych udato sie
uzyskaé produkt z grupami metylowymi przy C2 i C3 oraz podstawnikiem aromatycznym na
C1 w konfiguracji cis. Kluczowe okazalo sig tu stereoselekiywne uwodornienie wigzania
podwéjnego C3-C4 z jednoczesng redukejg grupy formylowej. Konfiguracie na cenirach
stereogenicznych okreslono analizujgc widma korelacyjne NMR.

Mechanizm fotocyklizacji fulgidéw postulowany przez Hellera zakiada wzbudzenie grupy
karbonylowej (przejécie m—m*), co prowadzi do powstania luki elektronowej na weglu

3



benzylowym, a cyklizacja nastepuje na drodze konrotacji. Uzywane do fotocyklizacji pochodne
benzylidenobursztynianu zawieraly zwykle dwie grupy karbonylowe (bezwodnikowe, abie
estrowe lub estrowa i amidowa), co mogto wplywaé na stereoselektywnoéé. Uzasadnione bylo
zbadanie, czy w przypadku tylko jednej grupy C=0 w substracie nie uda sig osiagna¢ lepszych
rezultatéw, pozostajac przy stosowaniu L-proliny jaki chiralnego pomocnika. Doktorant wiozy
wiele wysitku w synteze odpowiedniego subsiratu - makrolakiamu 264, jednak wyniki
fotoeyklizacji z jego udziatem byly doéé nieoczekiwane. Jako produkt wyizolowano mieszaning
dwéch cyklolignanéw, niestety obu w postaci racemicznej (w przeciwnych proporcjach,
stosujac rézne w charakterze rozpuszczalniki - MeOH lub toluen). Niepowodzenie zostato
wynagrodzone odkryciem, iz wigzanie amidowe mozZe by¢ hydrolizowane w sposéb
fotochemiczny, niestety dzieje sie to zanim nastgpi fotocyklizacja. Eksperymentalnie
potwierdzono, 2e reakcja ta zachodzi selektywnie dia IlI° amidéw, pod wplywem Swiatla
widzialnego i moze mie¢ aplikacje syntetyczne. Doktorant dokiadnie przestudiowat
ograniczenia substratowe oraz zaproponowat mechanizm tej rzadkiej reakgji.

Kolejnym wyzwaniem podjetym przez mgr Lisieckiego byla préba otrzymania analogu
podofilotoksyny z dodatkowym podstawnikiem metylowym na weglu C1, co mogloby wplynat
na poprawe oddzialywan z centrum aktywnym enzyméw. W fym celu opracowat sposéb
otrzymywania odpowiednio podstawionego chiralnege bisbenzylidynowego bursztynianu
(300), zawierajacego piericiefi amidoestrowy 2 proling. Po naswietlaniu w opracowanych
wezesniej warunkach i wnikliwej analizie spektroskopowej produkiu okazalo sig, Ze w tym
przypadku cyklizacja biegnie inaczej niz w poprzednich przykiadach. Jej mechanizm zaczyna
sie od wzbudzenia amidowej (nie estrowej jak poprzednio) grupy karbonvlowej i prowadzi do
cyklolignanu o zupetnie innym ukladzie pierScieni niz w PPT. Budowe produkiu i konfiguracje
na stereogennych atomach wegla ustalono na podstawie widm korelacyjnych NMR.
Interesujacym faktem w tych badaniach bylo odkrycie, Zze druga kondensacja Siobbego z
ketonem prowadzi do jednego diastereoizomeru 2,3-bisbenzylidenobursztynianu o
konfiguracji E, Z, co udalo sie ustalié rentgenograficznie. Réwniez w tym przypadku doktorant
zaproponowal racjonalne wytlumaczenie tej obserwacii.

Wybrane cyklolignany oraz podofilotoksyne poddano dokiadnym testom aktywnosci
biologicznej. Intuicja badacza kazata mgr Lisieckiemu dotgczyé do tych badan produkt 304,

laczacy w sobie fragmenty podofilotoksyny oraz benzofiazolu — oba znane z wiasciwosci
przeciwnowotworowych. Badania przeprowadzono in vitro na liniach komérkowych szeregu
nowotworéw, poréwnujac je z oddziatywaniami na fzw. komérki normaine. Uzyskane wyniki
éwiadcza, Ze analizowane zwigzki wykazujg mniejsza cytotoksycznoSE w stosunku do
zdrowych komérek niz PPT. Natomiast zwigzek 304 okazat sig o wiele aktywniejszy niz PPT
wzgledem wigkszosci przebadanych linii komérek nowotworowych.



Prace uwazam za naprawde bardzo interesujaca i starannie przygotowana, jednak autor nie
ustrzegt sie kilku niedociggnieé. Mimo diugosci wykazu stosowanych skrétéw nie wszystkie
zastosowane w tekécie sie w nim znalazly (m. in. te ze str. 22), a TPPTS jest innym zwigzkiem
na str. 49 niz w wykazie. Na Rys. 7. pomylkowo zamienione zostaly struktury zwigzkow A i B.
Z opisu na str. 54 wynika, ze zwigzek 91 ma grupe OH na weglu C4, podczas, gdy na
Schemacie 20. ma grupe C=0. Na podpisie do Rys. 40. jest nieéciste oznaczenie widma
czystego zwigzku 256. Na stronie 129 w tekécie pomylkowo wymieniono zwigzek 264 jako
265. Pewna konfuzje spowodowat rézny wyglad (w tym numery stron) osiatniej z
opublikowanych prac na dolaczonej plycie i na sironie czasopisma. Kopia dotgczona do
dysertacji wygladata raczej jak rozdziat w monografii. Chyba lepiej bylo by to jakos
skomentowag.

Jednak uchybienia te nie zmieniajg mojej bardzo pozytywnej oceny przedstawionej pracy.
Eksperymenty mgr Lisieckiego i osiagniete rezultaty stanowig istotny wkiad w badania nad
ofrzymywaniem cyklolignanéw. Oczywiscie podofilotoksyne z powodzeniem syntetyzowano
juz wezeéniej, jednak zastosowanie fotocyklizacji (zwlaszcza w warunkach przeplywowych)
wyraznie upraszcza procedure oraz nie wymaga stosowania kosztownych substratow i
reagentéw. Opracowana reakcja fotecyklizacji w przeplywie zostata juz na tyle zauwazona, ze
na portalu Organic Chemistry Portal wskazano jg jako jedng z giéwnych metod konstrukeji
uktadéw karbocyklicznych.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa wyczerpujgco spelnia w moim przekonaniu warunki
stawiane pracom doktorskim w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14
marca 2003 r. (Dz. U. z 2003 r., poz. 595 z pozniejszymi zmianami, tekst jednolity Dz U.z
2017 r., poz. 1789) a takze w Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. "Przepisy wprowadzajgce ustawg
- prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce", (Dz.U. 2 2018 r. poz.1669) oraz w Rozporzgdzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyz2szego z dnia 19 siycznia 2018 r. w sprawie szczeg6lowego
trybu i warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim (Dz. U. z 2018r. poz.
261), wobec tego wnosze o dopuszczenie Pana mgr Kamila Lisieckiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Dodatkowo skiadam do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego wniosek o wyrdznienie przedstawionej rozprawy.
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Rada Wydzialu Chemii

Uniwersytetu Warszawskiego

Po szczegétowej ocenie przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Pana mgr Kamila
Lisieckiego skiadam wniosek o jej wyréznienie.

Uzasadnienie:

Eksperymenty mgr Lisieckiego i osiagnigte rezultaty stanowig istotny wkiad w badania nad
otrzymywaniem cyklolignanéw — zwigzkéw znanych ze swoich wiasciwosci biologicznych.
Podofilotoksyne z powodzeniem syntetyzowano juz wezesniej, jednak zaproponowane przez
doktoranta zastosowanie fotocyklizacji (zwlaszcza w warunkach przeplywowych) wyraznie
upraszcza procedurg oraz nie wymaga stosowania kosztownych substratéw i reagentow.
Opracowana reakcja fotocyklizacji w przeplywie zostata juz na tyle zauwazona, ze na portalu
Organic Chemistry Portal wskazano jg jako jedng z giéwnych metod konstrukcji ukiadow
karbocyklicznych. Rozprawa posiada wigc istotne walory poznawcze oraz uzytkowe.

Badania zebrane w dysertacji opisane zostaly w sumarycznie w szeéciu publikacjach: pieciu
publikacjach w czasopismach z listy Filadelfijskiej, w kiérych Pan Lisiecki jest pierwszym
autorem oraz publikacji w roczniku Review and Research on Cancer Treatment wydawanym
przez Fundacje na Rzecz Promocji Nauki i Rozwoju z Lublina.

Moim zdaniem z naddatkiem wypelnia to wymagania stawiane pracom doktorskim.



