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Recenzja
rozprawy dokiorskiej mgr Adriana Fabisiaka
p-t. ,Synteza analogéw 1a,25-dihydroksy-19-norwitaminy D; ze zmodyfikowanym
pierscieniem A”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Adriana Fabisiaka zostala
wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Rafata Siciaskiego, jako promotora. Zespot Profesora
Sicifskiego zajmuje znaczace miejsce na mapie najwazniejszych na $wiecie osrodkéw
naukowych prowadzacych badania w dziedzinie syntezy aktywnych analogéw witamin z grupv
D. obok takich zespoléw jak grupa Prof. Antonio Mourino, z University of Santiago de
Compostela i grupa Prof. Susan Fernandez z University of Oviedo w Hiszpanii oraz grupa Prof.
Atsushi Kittaka z Teikyo University i grupa Prof. Keiko Yamamoto z Showa Pharmaceutical
University w Japonii. Wysoki poziom badan dokioranta, przedstawionych w rozprawie
doktorskiej, jest w znacznym stopniu wynikiem jego pracy w zespole naukowym o $wiatowej
renomie. W zespole Prof. Sicinskiego prowadzone s3 od szeregu lat z duzym powodzeniem
syntezy analogow witamin D zmody fikowanych w starannie wybranych miejscach czasteczki.
Badania te doprowadzity m.in. do odkrycia szczegélnie korzystnej modyfikacji w pierscieniu
A czasteczki witaminy D. polegajacej na formalnym przeniesieniu egzocvkliczne) grupy
metylenowej C-19 z potozenia przy atomie wegla C-10 do polozenia przy C-2. Modyfikacja ta
wynikla z analizy strukturalnej domeny receptora witaminy D (vitamin D receptor, VDR)
wiazgeej ligand witaminowy i ze stwierdzenia niszy hydrofobowej w otoczeniu C-2.
Wypelnienie tej niszy grups metylenowg znacznie poprawilo powinowactwo tak
zmodyfikowanych analogéw do VDR i w konsekwencji doprowadzito do opracowania
substancji czynnej leku. Z tego typu przelomowych wynikéw badan zespotu korzystal rowniez
doktorant w celu zaprojektowania nowych modyfikacji strukturalnych pierscienia A w celu
uzyskania korzystnego efektu aktywnosci biologicznej nowych analogow.

Badania doktoranta dotycza cyklicznego fragmentu strukturalnego cholecalciferolu,
ktory jest obecnie obicktem duzego zainteresowania szeregu zespolow badawczych. Badania
doktoranta wpisujg si¢ w wazny obszar $wiatowych badafi o wysokim poziomie nowosci
naukowej. W ten sposob majg one istotne znaczenie dla rozszerzenia wiedzy w dziedzinie
zaleznosci pomigdzy struktura a aktywnoscia w tej grupie zwiazkow, jako potencjalnych
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substancji czynnych lekow o zréznicowanym profilu aktywnosci terapeutycznej. Zakres i temat
rozprawy doktorskicj zostal wigc wybrany odpowicdnio, a badania zostaly przeprowadzone
preez doktoranta znajduja sie w centrum zainteresowan w tej dziedzinie.

Zgodnie z wymaganiami., rozprawa doktorska ma klasyczny uklad i zawartosé.
Poprzedza ja spis publikacji doktoranta. w kiérych zostaly opisane najwazniejsze wyniki jego
badan. Doktorant jest pierwszym autorem trzech publikacji oraz kolejnym autorem czterech
publikacji w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i o wzglednie wysokim lub bardzo
wysokim wspotczynniku oddziatywania IF oraz punktacji MNiSW (Bioorganic ( “hemistry TF
4.8 MNISW 100 pkt: Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 1F 3.8 MNiSW
100 pkt: International Journal of Molecular Sciences 1F 4.6 MNiSW 140 pkt 1 Molecules 1F
3.0, MNiSW 100 pkt). W czasopismach tych sa zamieszczane m.in., publikacje 7e sSwiatowyvch
konferencji ..Vitamin D Workshop™ oraz licznych konferencji on-line w dziedzinie svntezy 1
aktywnosci biologicznej witamin D. Dolgczenic do drugiej i trzeciej publikacji doktoranta
szezegolowego opisu czgsei doswiadezalnej w postaci Supplementary Information. znacznic
poprawitoby ich walory naukowe.

Wartos¢ badan syntetycznych doktoranta jest tym wigksza. 7e zbadana zostala
podstawowa aktywnos¢ biologiczna otrzymanych przez niego analogow. tzn. powinowactwo
analogow do VDR oraz aktywnos¢ w hamowaniu proliferacji wybranych linii komorek
nowotworowych. Doktorant wyraznie zaznacza w rozprawie, ze badania biologiczne wykonat
wspdlnie z inng osoba. mgr Klaudia Berkowska, doktorantka w zespole Prof Ewy
Marcinkowskicj na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. a badania
cytotoksycznosei otrzymanych przez doktoranta kompleksow platyny wykonata oddzielnie dr
Lucie Rarova z Institute of Experimental Botany of the Czech Academy of Sciences & Palacky
University.

Wyniki badan wlasnych doktorant przedstawil na licznych miedzynarodowych
konferencjach naukowych. jednych z najwazniejszych w ostatnim czasie na éwiccie w jego
dziedzinie badan (20™ Workshop on Vitamin D. 2017, Orlando: 21% Workshop on Vitamin D.
2018. Barcelona i 22" Workshop on Vitamin D. 2019. Nowy Jork oraz 18" Tetrahedron
Symposium. 2017. Budapeszt i 19" Tetrahedron Svmposium. 2018, Riva del Garda, Wiochy).
a takze na 24™ Conference on Isoprenoids, 2018, w Bialymstoku.

Rozprawa doktorska ma odpowiednie rozmiary i wlasciwe proporcje. Przedstawiono ja
w typowych czeSciach: Summary. Wstep. Badania wlasne, Podsumowanie. Crzesé
eksperymentalna i Litcralura cytowana. Zwraca uwage bardzo szczegOlowy spis trescei.
ulatwiajacy dostep do poszczegdinych czesei pracy. obszerny i kompletny wykaz stosowanych
skrotow. a takze. umieszczone na koncu Podsumowania. zestawienie schematéow wszystkich
syntez. Wiasciwa rozprawe poprzedza jednostronicowe Summary napisane poprawnie w
Jezyku angielskim. Doktorant przedstawia w nim kolejne fragmenty pracy. od wstepu, poprzez
opis stanu literatury i na jej podstawie dokonanic wyboru obicktow syntetveznych, poprzez
projekt i wykonanie syntezy oraz przedstawienie wynikow badania aktywnosci biologicznej
otrzymanych analogow.

We Wsiegpie (cz. 1) doktorant bardzo klarownie uzasadnit przyczyny wyboru
modyfikacji analogéw witamin D wlasnie w picrscieniu A. jako obickty swoich badan. W
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ogolnym Wstepie (cz. 1) doktorant przedstawit krétka historie badan nad witaminami D, drogi
ich metabolicznej aktywacji i deaktywacji, wedlug aktualnego stanu wiedzy. We Wstepic
szczegolowym (cz. 2) doktorant podsumowat wszystkie znane modyfikacje witaminy D w
interesujacym go fragmencie czasteczki. W tej czesci doktorant ciekawie przedstawia poczatki
badan nad witaming D oraz do$wiadczenia prowadzace do jej zidentyfikowania, od czasu bada
objawowych nad przyczynami krzywicy, nazywanej wowczas choroba angielska. Opisuje
prace badaczy angielskich nad przyczynami i sposobami zapobiegania i zwalczania tej choroby,
na dtugo przed odkryciem samej witamin D. Niestety, w tej czesci rozprawy doktorant nie
wspomina o zashugach w tym zakresie Profesora Jedrzeja Sniadeckiego, z Wydziahu Chemii
Uniwersytetu Stefana Batorego w Wilnie. Zastugi te przypomnial w naszym stuleciu jako
pierwszy, paradoksalnie, Michael Holick z Boston University Hospital, badajacy od lat
przemiany fotochemiczne steroli prowadzace do witaminy D. Po nim zastugi Profesora
Smadecklego w badaniu przyczyn, sposobu zapobiegania i leczenia krzywicy opisano w
licznych publikacjach przegladowych. Warto wigc przypomnieé, ze to wiasnie Jedrzej
Sniadecki, jako pierwszy na swiecie, na pot wieku przed lekarzem brytyjskim, wskazat w
swojej pracy ,,0 fizycznem wychowaniu dzieci™ (Wilno 1822), na nastonecznienie, jako sposob
na leczenie i zapobieganie choroby angielskiej.

W cz. 3 Wstgpu doktorant opisuje dokladnie biosynteze i przemiany metaboliczne
witaminy D. W opisie hormonalnego dzialania witaminy D zabraklo jednak waznej informacji,
ze 1.25-dihydroksycholecalciferol {1.25(0H),Ds] jest uznawany za hormon nie tvlko dlatego,
ze dziata poprzez receptor ulokowany w jadrze komérkowym, ale i dlatego. ze powstanie
calcitriolu nastgpuje w sposob ..hormonalny™, czyli w wyniku hydroksylacji nieaktvwnej
witaminy D w innych miejscach organizmu niz to, w ktérym powstaje sama witamina D, czyli
glownie w komorkach kanalikowych nerek i mikrosomach komoérek watroby. W cz.4 Wstepu
doktorant opisuje bardzo szczegblowo strukture VDR, a w szczegoOlnosci domene wiazaca
ligand. jakim jest aktywna forma witaminy D. Przedstawia tez oddzialywania molekularne
VDR z analogami witamin D i receptorem witaminy A, prowadzace do utworzenia
odpowiedniego heterodimeru. Te szczegolowe rozwazania literaturowe, gldwnie na podstawie
badan krystalograficznych z lat 2000-2001, s3 w pelni uzasadnione z tego powodu, ze doktorant
wykonal rowniez podstawowe badania biologiczne swoich analogéw na ich powinowactwo do
VDR. Doktorant nie wspomina jednak o tym, ze akiualne poglady na temat struktury VDR, w
tym 1 samego autora tej struktury, prof. Dino Moras z Department of Biology and Structural
Genomics of INSERM, istotnie odbiegajg od pierwotnej koncepcji. Watpliwosci dotycza
wiarygodnos$ci modelu rekombinowanego receptora, (tzw. hVDRA), z usunietym ogromnym
fragmentem wiazacym ze sobg dwie giéwne domeny receptora, ktéry utrudniat krystalizacje
naturalnego VDR. W tej czesci rozprawy brak odwolania do publikacji samego Prof. Dino
Moras z ostatnich lat jego badan, tzn. 2010-2014 oraz pédzniejszych prac jego giéwnej
wspétpracowniczki (dr Natacha Rochel). W pracach tych Prof. Moras przyznaje, ze
opracowany przez jego zespdl rekombinowany receptor hVDRA, pozbawiony duzej domeny
wigzacej, najprawdopodobniej istotnie rézni si¢ jednak strukturalnie od naturalnego pelnego
VDR. Z tego wzgledu, dane eksperymentalne dotyczgce powinowactwa do VDR moga istotnie
odbiega¢ od wartoéci oczekiwanych dla nowych analogow i zaprojektowanvch w oparciu o
struktur¢ sztucznego receptora. Doktorant réwniez przekonat sie o tym w swoich badaniach 2-
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alkylidenowych analogow 19-nor-1.25(0OH):D:. opisanych w publikacji nr 2. Dia tvch
analogéw. wykonane prawidlowo przez doktoranta dokowanie przewidywalo istotne
powinowactwo do receplora, czego nie potwierdzily wyniki doswiadczalne doktoranta. W cz.
5> Wstepu doktorant opisal dane literaturowe dotyczace analizy konformacyjnej pierscienia A
czasteczki witaminy D. ktéry to fragment byl obiektem jego badan i modyfikacji
strukturalnych. W cz. 6 Wstepu doktorant przedstawil podstawy literaturowe swoich badan
syntetycznych, czyli najwaznicjsze metody syntezy analogow 1,25(OH)2D3 pozbawionych
grupy 19-metylenowej. Bardzo ciekawe jest graficzne podsumowanie strategii svntezy na
opracowanym przez doktoranta diagramie kotowym ( Rysunek 10). Podsumowanie to obejmuje
zar6wno klasyczne metody syntezy. takie jak reakcja Wittiga-Hornera czy olefinowanie Julia
sutfonow fenylowych i jego zmody fikowana wersje 7z uzyciem sulfonow benzotiazolowych. a
takZze nowsze metody syntezy. wykorzystujace terminalne alkiny czy kondensacje Suzuki-
Miyaury. Doktorant opisuje rownicz dogodne metody syntezy fragmentu picrscienia A 7
surowcow naturalnych, na zasadzic przeniesienia chiralnosci. oraz 7 prekursorow acyklicznych
z wykorzystaniem zamykajacej pierscien metatezy olefin. Analizuje zaréwno aspekty
stercochemiczne procesow tyczenia fragmentow i symetrii syntondw picrscienia A, jak i
zagadnienia praktyczne zwiazane ze stabilnoscig otrzymanych potproduktéw i wydajnoscia
poszezegolnych etapow. Ciekawie koreluje strukturg opisanych analogéw picrécienia A 7 ich
powinowactwem do VDR i aktywnosciy biologiczna w standardowym tescie roznicowania
komorek biataczki promielocytarnej HL-60. Doktorant dokonal réwniez podsumowania badan
W tey dziedzinie przeprowadzonych dotychczas w respole jego promotora przez poprzednich
doktorantow. Przedstawiona przez doktoranta krytyczna analiza stanu wiedzy w tej dziedzinie
oraz j¢j podsumowanie jest na tyle precyzyjna i kompleksowa, ze moze stanowié przedmiot
oddzielnej publikacji przegladowej.

W Cz. 8. .Badania Wiasne™. doktorant opisat 1 uzasadnil wybor obicktu swoich badan
syntetycznych. analogow 19-nor-1.25(0H):Ds zmodyfikowanych wytacznie w pierscieniu A
przy C-2 jako czynnikéw antyprolileracyjnvch i nosnikow cytostatykow. Ta nowatorska
koncepeja  wykorzystania analogu do celowanego transportu  cytostatvku do komorki
nowotworowej nie byla dotvchezas opisana. lIstotng nowoscia rozprawy jest wiec
zaprojektowanie i otrzvmanie analogow zdolnych do tworzenia polgczen kowalencyjnych z
cylostatykami z grupy pochodnych platyny Py(Il). Doktorant zaprojektowat strukture analogow.
kidre. w polgczeniu z receptorem VDR powinny by¢ zdolne do transportowania cytostatykow
do wnetrza komérki. Koncepcja ta zakladata skierowanic i akumulacjg cytostatyku szczegolnie
w komorkach  nowotworowych. wykazujacych silng ekspresje VDR oraz jego driatanie
synergistvczne z samym analogiem 19-n0r-1.25(0H)2Dx. W sposob bardzo przekonujacy
doktorant uzasadnit wybér sposobu tworzenia pofaczenia z platyna w oparciu o teori¢ Pearsona
twardych i miekkich kwaséw i zasad. Do realizacji planu badan konieczne byto opracowanie
metody syntezy nowego syntonu pierscicnia A. przeznaczonego do Konstrukeji C-2
modyfikowanych analogow. W swoich projekiach doktorant wykorzystat wyniki badan
poprzednio uzyskanych w zespole i dotyczacych  analogdw zawierajacych réwniez
podstawniki alkylidenowe w potozeniu C-2. Na podstawie danych literaturowvch doktorant
zaprojektowat wykorzystanie naturalnego aminokwasu siarkowego i kwasu dikarboksylowego
do utworzenia polgczenia platyng PiIl). Do raprojektowania in silico oddzialywan
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projekiowanych zwiazkéw z VDR doktorant zastosowal ogllnie dostepne metody
modelowania molekulamego oraz dokowanie projektowanych analogéw do VDR. Obliczenia
zoptymalizowany ch geometrii i energii sterycznych doktorant wykonal zgodnie z odpowiednim
algorytmem dla oprogramowania MM+ programu HyperChem. Globalne minimum wybranych
konformeréw zostalo nastgpnie zminimalizowane energetycznie w programie PCModel.
Otrzymane w ten sposob struktury zostaty wykorzystane w ekspervmentach dokowania do
kieszeni wiazacej VDR z wykorzystaniem programu Molegro Virtual Docker. Dla badanych
analogéw wybrano struktury charakteryzujace sie najsilniejszym oddziatywaniem z VDR z
uwagi na ilos¢ i sile oddziatywania obserwowanych wigzan wodorowych. Postepowanie
doktoranta, z wykorzystaniem popularnych i zaawansowanych programéw do modelowania
molekularnego jest catkowicie poprawne metodologicznie i wykorzystuje najlepsze ogélnie
dostepne oprogramowanie. Ma wysoka range poznawczg 1 jest ksztalcgce naukowo.
Doprowadziloby ono z pewnoscia do zaprojektowania analogow o rzeczywistym wysokim
powinowactwie do VDR i prawdopodobnie o znaczacej aktywnosci biologicznej, gdyby
mozliwe bylo wykorzystanie w tych pracach. nadal niedostepne;j, struktury krystalograficznej
naturalnego VDR o pelnym lafncuchu aminokwasowym. Z uwagi na brak takiej struktury,
doktorant opieral si¢ w swoich badaniach o fragmentaryczng strukture krystalograficzng
domeny VDR wigzacej ligand. Jak wspomniano powyzej, wyniki modelowania
komputerowego w oparciu o strukture rekombinowanego ludzkiego hVDRA czesto nie
wykazuja oczekiwanej zgodnosci z wynikami doswiadczalnymi. To wiasnie moglo by¢
réwniez przyczyna rozbieznosci obserwowanych przez doktoranta.

W opisie syntezy 19-nor analogéw doktorant bardzo starannie przedstawia i uzasadnia
wybor stosowanych strategii i metod, w oparciu o dane literaturowe i wczesniejsze
doswiadczenia zespotu. Wyjasnia zwiazane z prowadzonymi procesami mechanizmy reakcj,
sposoby izolacji, oczyszczania i identyfikacji oraz potwierdzenia struktur nowych zwigzkow
réznymi metodami spektroskopowymi. W badaniach wykorzystuje, szczegblowo wyjasnia i
odpowiednio interpretuje zaawansowane techniki analityczne np. zjawisko jgdrowego efektu
Overhausera, czy tez dwuwymiarowe widma 'H NOESY do identyfikacji izomerdow
geometrycznych nowych zwigzkéw. Synteze syntonu A doktorant przeprowadzil ze
stosowanego w zespole w tym celu kwasu chinowego metodami literaturowymi. Szczegdtowo
opisat i uzasadnit schemat przeksztaicen prowadzacych do otrzymania syntonu piericienia A z
opisem 1 uzasadnieniem stosowanych transformacji strukturalnych i doborem odpowiednich
grup zabezpieczajacych. W laczeniu otrzymanego syntonu z fragmentem CD doktorant
wykorzystal klasyczng metode zmodyfikowanej reakcji Julia odpowiedniego sulfonu
benzotiazolowego z ketonem syntonu piericienia A. Wadg tej metody jest jej brak
selektywnosci geometrycznej. Stad doktorant otrzymat dwa izomeryczne produkty, ktérych
geometri¢ poprawnie zidentyfikowal zaawansowanymi metodami rezonansu magnetycznego.
Ustalit takze nowa i bardzo ciekawa zaleznosé aktywnosci biologicznej od geometrii E/Z
analogu i wykorzystal te¢ nowa zaleznos¢ w projektowaniu kolejnych nowych analogéw.
Aminowe pochodne 19-nor zwiazkéw doktorant wykorzystal w dalszej w syntezie
dywergentnej i skutecznie wprowadzil do lancucha alkilidenowego w pierscieniu A dwa
ugrupowania, ktore powinny by< zdolne do tworzenia polgczen ze zwiagzkami platyny(ID): kwas
bursztynowy i L-metionine. Staranne postugiwanie si¢ grupami zabezpieczajacymi oraz
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odpowiednio uzasadniony i bardzo udany wybér Fmoc jako grupy zabezpieczajacej pozwolit
na efektywne otrzymanie koncowych analogéw odpowiednio podstawionych na C-2.
Dokonany uprzednio przez doktoranta szeroki wybér analogdéw teoretycznie zdolnych do
przylaczenia platyny okazal si¢ bardzo uzasadniony. Z serii tych zwigzkéw polaczenie
kowalencyjne z Pt(ll) utworzyly jedynie analogi posiadajace reszte naturalnego aminokwasu.
W ten sposob doktorant otrzymat pierwsze dwa analogi tworzace wiazania kowalencyjne z
Pi(ID). Z przyczyn przedstawionych powyzej, wszystkie otrzymane przez doktoranta analogi
alkylidenowe wykazaly znacznie obnizone powinowactwo do VDR. Otrzymane wyniki
powinowactwa doktorant starannie przeanalizowat i z otrzymanych wynikéw wyciagnat
poprawne wnioski dotyczace dalszych modyfikacji strukturalnych. Zgodne z aktualng wiedza
W sztuce i intuicjg jest wnioskowanie doktoranta, ze podstawnik zawierajacy zwiazek Pi(IT)
powinien by¢ wprowadzony w innym miejscu czasteczki niz przy C-2. Doktorant poprawnie
whioskuje, ze podstawnik ten moze by¢ dolgczony np. przy grupie hydroksvlowej na C-3,
wnoszacej jedynie niewielki wklad w wigzanie z VDR albo, co wydaje si¢ szczegdlnie
uzasadnione. w lancuchu bocznym, wokét ktorego w kieszeni wigzacej ligand jest ogromna
wolna przestrzen. Tak wiec, doktorant zgodnie ze standardami Swiatowymi w tej dziedzinie,
przeprowadza zaréwno projektowanie a priori i wykonuje skomplikowane modelowania in
silico, jak 1 projektowanie a posteriori, na podstawie uzyskanych wynikéw badan
biologiczny ch in vitro. Dodatkowo, wykorzystanie posrednich wynikéw badan biologicznych,
w trakcie prowadzenia prac syntetycznych, wskazuje na nowoczesny sposéb prowadzenia
badan naukowych przez doktoranta i zashuguje na szczegolne podkreslenie.

Na podstawie wynikéw badan biologicznych opisanych w gldwnej czesei rozprawy
doktorant dodatkowo zaprojektowal i opracowal stereoselektywna synteze fragmentu
pierscienia A, zawierajacego podstawnik winylowy przy C-3 o orientacji alfa i geminalny w
stosunku do naturalnego hydroksylu przy C-3. Fragment ten, zawierajagcy ugrupowanie
pinakoloboranowe, stanowi punkt wyjscia nie tylko do nowych analogéw zmodyfikowanych
na C-3, ale tez pewnie do wprowadzenia w przyszlosci w zespole nowoczesnej metody
kondensacji Suzuki-Miyvaury, w miejsce klasycznej reakcji Wiitiga-Homera kondensacji
pierscienia A i fragmentu pierscieni CD.

Wyniki prac syntetycznych, wraz z opisem modelowania molekularnego i syntezg
fragmentow budulcowych, doktorant przedstawil przejrzyscie i klarownie w czesei Badan
wilasnych oraz zebral w Podsumowaniu. Doktorant przedstawit konsekwentnie nie tylko
przebieg syntez, ale tez i przekonujgce uzasadnienie wyboru zsyntetyzowanych struktur. W
bardzo zywym opisie badan wiasnych doktorant przedstawia dyskusje wybranych metod
syntezy oraz nie tylko wyniki pozytywne, ale tez i niekorzystne wyniki syntez, jak w przypadku
wykorzystania reakcji Williamsona tworzenia przy C-2 lancuchow eterowych o zréznicowane;j
diugosci. W celu uzyskania oczekiwanych wynikoéw doktorant dokonal wielokrotnej
optymalizacji tego procesu, az do uzyskania odpowiednich wydajnosci w koficowych stadiach
wieloetapowych syntez. W pracach syntetycznych doktorant wyciaga odpowiednie wnioski z
uzyskanych wynikéw tak, ze zmienione metody i drogi syntezy doprowadzajg do zamierzonego
celu. W syntezie fragmentéw strukturalnych i analogéw doktorant wykorzystal zaréwno
metody dotychczas stosowane w zespole jak i nowe metody lgczenia fragmentow A i CD oraz
dodatkowego fancucha przy C-2.
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Czes¢ eksperymentalna jest przygotowana réwniez bardzo starannie. Doktorant podal
Zarowno nazwy systematyczne otrzymanych zwiazkow, jak i nazwy prowadzonych procesow.
Opisal bardzo szczegblowo warunki prowadzenia syntez 1 wykonania analiz. Podal
charakterystyki otrzymanych zwiazkéw wraz z ich wzorami strukturalnymi, co znakomicie
ulatwia zapoznanie sie z ta czescig pracy. Opisy syntez sg mocno skondensowane i wykonane
perfekcyjnie. w stylu publikacyjnym. Wszystkie otrzymane zwigzki s3 scharakteryzowane
przez zestaw analiz spektroskopowych 'H i “C NMR. Dla wiclu zwigzkow doktorant podal
temperatury topnienia, wskazujace na ich wysoka czystosé. dla zwigzkdw chiralnych wartosei
skrecalnosci wilasciwej. a dla wszystkich wyliczone i uzyskane wartosci HRMS jonow
molekularnyvch. Interpretacja widm 'H i °C NMR Jest precyzyjna i kompletna. Przedstawiony
material do$wiadczalny jest niezwykle wiarygodny, a sposob przedstawienia bardzo
preejrzysty. Prawidlowe jest tez nazewnictwo [UPAC wszystkich zwiazkow i analogow.

Bibliografia jest wystarczajgco obszerna, liczy ponad 120 pozycji 1 obejmuje starannie
wybrane najwaznicjsze publikacje zwigzane z tematykq pracy, glownie jednak z pierwsze
dekady tego stulecia i wezesniejsze.

Zwraca uwage fakt. 7e badania naukowe doktoranta byly finansowane w ramach
grantow NCN: _Nowe steroidowe kompleksy platvny o potencjalnym zastosowaniu s
medycynie” (OPUS 8 NCN2014/15/B/ST5/02129). w ktorym doktorant byt gtéwnym
wykonawcy. ..Synteza analogéw I-hydroksywitaminy Dz ze zmodyfikowanym pierscieniem
A” (ETIUDA 7 NCN 2019/32/T/ST4/00575). w ktorym doktorant byt kierownikiem oraz
czgsciowo w ramach grantu Nowe analogi kalcytriolu o nienaturalnym pierscieniu D™
(PRELUDIUM 16 NCN 2018/31/N/ST5/01679). w ktorym doktorant byt réwniez
Kierownikiem.

Niemilym obowigzkiem recenzenta jest wskazanie niedoskonalosci i ewentualnych
uchybien rozprawy. W przypadku rozprawy doktorskiej mgr Fabisiaka bylo 10 zadanie
szczegolnic trudne i zakonczone umiarkowanym powodzeniem, jako ze powaznych uchybien
nie udalo si¢ znalez¢, a te drobne okazaly sie bardzo nieliczne. Recenzent nie znajduje w pracy
komentarza doktoranta do intrygujacego wyniku bardzo wysokiej wartosci wspolczynnikéw
ekstynkcji nowych analogow z nietypowym ukladem dienowym. ponad dwukrotnic wyzszej od
odpowiednich wartoéci dla naturalnych witamin D.

Wydaje sie. ze dla swoich kofncowych analogow zawierajgcych Pt(11) doktorant uzywa
zbyt wielu okreslen (analog. zwigzek, koniugat. kompleks). chociaz wszystkie sg poprawne.

W rozprawie chemicznej recenzenci zazwyczaj podnoszg rowniez zagadnienia
nomenklaturowe. Nie cheiatbym by¢ w tym zakresie wyjatkiem. wiec pozwole sobie zwrocié
uwage na fakt. ze w rozprawie chemicznej powinno sie uzywa¢ nazw chemicznych, w tym
przypadku np. 1.25-dihydroksycholekalcyferolu. w skrocie 1.25(OH)2Ds lub nawet 1.25D3.
Nie jest odpowiednie uzywanie nazwy zwyczajowej kaleytriol. ktora nie jest nazwa chemiczng
lecz tzw. International Nonproprietany Name. Stad stosowana przez doktoranta nazwa 19-
norkaleytriol. (zamiast 19-nor-1.25(0H).Ds) jako polaczenie przedrostka chemicznego z
nazwg zwyczajowa. stosowana wprawdzie w publikacjach doktoranta. chociaz wygodna, nie
jest jednak poprawna. Nic sg rowniez poprawne, stosowane w Czgsci doswiadcezalnej, nazwy
zawierajgce okreslenia roznych podstawnikow taczone z nazwa zwyczajowa ..witamina D3
zamiast z nazwa chemiczng ..cholekaleyferol™.
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W swych rozlicznych syntezach doktorant otrzymat caly szereg nowych zwigzkow
chiralnych, w tym diastereomerycznych fragmentéw strukturalnych i nowych analogé6w,
czesto we wzglednie duzych ilosciach miligramowych, dla ktérych podat temperatury
topnienia, czyli ze zostaly otrzymane w postaci krystalicznej. Ich strukture najlepiej
potwierdzityby badania dyfrakeji rentgenowskiej, ktérych niestety nie wykonano, pewnie z
uwagi na brak odpowiedniej jakosci monokrysztatow. Nie jest rowniez zrozumiale, dlaczego
opis wykonania do$wiadczen biologicznych, chociaz bardzo precyzyjny, znalazt si¢ w czesci
Badan wilasnych, a nie w Czesei doswiadczalne;.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie te drobne uchybienia w niczym nie umniejszaja
bardzo wysokiej wartosci merytorycznej wykonany ch badafi oraz réwnie wysokiego poziomu
ich prezentacji w rozprawie doktorskiej.

Pomimo tego. ze kolejne publikacje doktoranta byly recenzentowi wczesniej znane, to
sama rozprawe doktorska czyta sie z niemalym zainteresowaniem 1 prawdziwg przyjemnodcia.
Nieczesto si¢ zdarza, aby rozprawa byta napisana tak ciekawie, w postaci relacji z rozwoju
koncepcji, zaréwno przed jak i w trakcie prowadzenia badan, projektowania kolejnych
fragmentéw badan oraz tworczego analizowania uzyskanych wynikéw, ktére prowadzi do
skutecznego pokonania rozlicznych trudnosci. Ten sposéb przedstawienia rozprawy Swiadczy
o rozleglej wiedzy syntetycznej i determinacji miodego badacza do osiggania zamierzonvch
celow. W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
opisuje bardzo obszemy zakres starannie zaprojektowany ch, wykonanych i opisanych prac
syntetycznych i modelowych. Przedstawia syntezy ponad 220 giéwnie nowych Zwigzkow
chemicznych na ponad 70 schematach, wiclu tabelach i rysunkach. Spehia nie tylko wysokie
standardy krajowe, ale i miedzynarodowe, w tym znane recenzentowi wymagania stawiane
rozprawom doktorskim na uczelni hiszpanskiej (University of Santiago de Compostela) i
brytvjskiej (The University of Birmingham).

Z tego wzgledu z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze dorobek publikacyjnv i
konferencyjny doktoranta oraz przedstawiona do recenzji tozprawa znakomicie spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Skiadam wiec Wysokiej Radzie Wydziahy
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego mo6j wniosek o dopuszczenie mgr Adriana Fabisiaka do
dalszych etap6w przewodu doktorskiego. Ponadto, z uwagi na nowatorskg koncepcje i bardzo
wysoki poziom badan stanowiacych przedmiot rozprawy oraz sposob ich przedstawienia w
samej rozprawie oraz w formie komunikatow na najwazniejszych konferencjach
miedzynarodowych i licznych publikacjach w prestizowych czasopismach naukowych, a takze
przeprowadzenie wiekszej czesci badan w ramach wiasnych grantéw NCN, w osobnym
dokumencie sktadam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Wydziatu Chemii UW o

wyréznienie.

Prof. dr hab. Andrzej Kutner
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Whniosek o wyrdinienie
rozprawy doktorskiej mgr Adriana Fabisiaka
p-t. ,Synteza analogow la,25-dikydroksy-19-norwitaminy D ze zmodyfikowanym
Ppierscieniem A”

Badania doktoranta dotycza cyklicznego fragmentu strukturalnego  1,25-
dihydroksycholecalciferolu  [1,25(0H):D3],  kibry jest obecnie obiektem duzego
zainteresowania szeregu zespoléw badawczych. Badania te wpisujg si¢ W wazny obszar
swiatowych badaii o wysokim poziomie nowosci naukowe;j.

W rozprawie doktorant opisat i uzasadnit wybor obiektu swoich badaf syntetycznych,
analogéw 19-nor-1,25(0OH).D3 zmodyfikowanych w pierscieniu A przy C-2 jako czynnikéw
antyproliferacyjnych i no$nik6w cytostatykéw. Ta nowatorska koncepcja wykorzystania
analogu do celowanego transportu cytostatyku do komérki nowotworowej nie byla dotychczas
opisana. Istotng nowoscia rozprawy jest wiec zaprojektowanie i otrzymanie analogéw zdolnych
do tworzenia polaczen kowalencyjnych z cytostatykami z grupy pochodnych platyny Pt(II).
Doktorant zaprojektowat strukture analogéw, ktére, w potaczeniu z receptorem VDR powinny
by¢ zdolne do transportowania cytostatykéw do wogtrza komorki. Koncepcja ta zakladata
skierowanie i akumulacje cytostatyku szczegélnie w komérkach nowotworowych,
wykazujacych silng ekspresje VDR oraz jego dziatanie synergistyczne z samym analogiem 19-
nor-1,25(0H)pDs. W sposéb bardzo przekonujacy doktorant uzasadnit wybo6r sposobu
tworzenia polaczenia z platyng w oparciu o teorie Pearsona twardych i migkkich kwaséw i
zasad. Do realizacji planu badan doktorant opracowal metody syntezy nowego syntonu
pierscienia A, przeznaczonego do konstrukeji C-2 modyfikowanych analogéw. Na podstawie
danych literaturowych doktorant zaprojekiowat wykorzystanie naturalnego aminokwasu
siarkowego i kwasu dikarboksylowego do utworzenia polaczenia z platyng Pi(I). Do
zaprojektowania in silico oddziatywan projektowanych zwigzk6w z VDR doktorant zastosowat
ogoblnie dostepne metody modelowania molekularnego oraz dokowanie projektowanych
analogéw do VDR. Obliczenia zoptymalizowanych geometrii i energii sterycznych doktorant
wykonat zgodnie z odpowiednim algorytmem dia oprogramowania MM+ programu
HyperChem. Globalne minimum wybranych konformeréw zostato nastepnie zminimalizowane
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energetycznie w programie PCModel. Otrzymane w ten spos6b struktury zostaly wykorzystane
w eksperymentach dokowania do kieszeni wiazacej VDR z wykorzystaniem programu Molegro
Virtual Docker. Dla badanych analogéw wybrano struktury charakteryzujace sig naj silniejszym
oddzialywaniem z VDR z uwagi na ilo$¢ i sile oddziatywania obserwowanych wigzan
wodorowych.

W opisie syntezy 19-nor analogéw doktorant bardzo starannie przedstawia i uzasadnia
wybbr stosowanych strategii i metod, w oparciu o dane literaturowe i wezesniejsze
doswiadczenia zespolu. Wyjasnia zwigzane z prowadzonymi procesami mechanizmy reakeji,
sposoby izolacji, oczyszczania i identyfikacji oraz potwierdzenia struktur nowych zwigzkow
r6znymi metodami spektroskopowymi. W badaniach wykorzystuje, szczegblowo wyjasnia i
odpowiednio interpretuje zaawansowane techniki analityczne.

Otrzymane wyniki powinowactwa analogi alkylidenowe receptora VDR doktorant
starannie przeanalizowat i z otrzymanych wynikéw wyciggnat poprawne wnioski dotyczace
dalszych modyfikacji strukturalnych. Zgodne z aktualng wiedza w sztuce i intuicjg jest
wnioskowanie doktoranta, ze podstawnik zawierajacy zwigzek Pi(Il) powinien by¢
wprowadzony w innym miejscu czasteczki niz przy C-2. Doktorant poprawnie waioskuje, ze
podstawnik ten moze by¢ dolaczony np. przy grupie hydroksylowej na C-3, wnoszacej jedynie
niewielki wklad w wigzanie z VDR albo, co wydaje si¢ szczegblnie uzasadnione, w taficuchu
bocznym, wokét ktérego w kieszeni wiazacej ligand jest ogromna wolna przestrzen. Tak wiec,
doktorant zgodnie ze standardami $wiatowymi w tej dziedzinie, przeprowadza zar6wno
projektowanie a priori i wykonuje skomplikowane modelowania in silico, jak i projektowanie
a posteriori, na podstawie uzyskanych wynikéw badaf biologicznych in vitro. Dodatkowo,
wykorzystanie posrednich wynikéw badaf biologicznych, w trakcie prowadzenia prac
syntetycznych, wskazuje na nowoczesny sposéb prowadzenia badafi naukowych przez
doktoranta i zastuguje na szczegélne podkresienie.

Doktorant przedstawil konsekwentnie nie tylko przebieg syntez, ale tez i przekonujace
uzasadnienie wyboru zsyntetyzowanych struktur. W bardzo zywym opisie badan whasnych
doktorant przedstawia dyskusj¢ wybranych metod syntezy oraz nie tylko wyniki pozytywne,
ale tez i niekorzystne wyniki syntez, jak w przypadku wykorzystania reakcji Williamsona
tworzenia przy C-2 laficuchéw eterowych o zrémmicowanej dhugodci. W celu uzyskania
oczekiwanych wynikéw doktorant dokonal wielokrotnej optymalizacji tego procesu, az do
uzyskania odpowiednich wydajnosci w kohcowych stadiach wieloetapowych syntez. W
pracach syntetycznych doktorant wycigga odpowiednie wnioski z uzyskanych wynikéw tak, ze
zmienione metody i drogi syntezy doprowadzaja do zamierzonego celu. W syntezie
fragmentéw strukturalnych i analogéw doktorant wykorzystal zaréwno metody dotychczas
stosowane W zespole jak i nowe metody lgczenia fragmentéw A i CD oraz dodatkowego
taficucha przy C-2.

Doktorant jest pierwszym autorem trzech publikacji oraz kolejnym autorem czierech
publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i o wzglednie wysokim lub bardzo
wysokim wspotczynniku oddziatywania IF oraz punktacji MNiSW (Bioorganic Chemistry IF
4,8 MNiSW 100 pkt; Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology IF 3,8 MNiSW
100 pkt; International Journal of Molecular Sciences IF 4,6 MNiSW 140 pkt i Molecules IF

3,0, MNiSW 100 pkt).



Wyniki badan wlasnych doktorant przedstawil na licznych migdzynarodowych
konferencjach naukowych, jednych z najwazniejszych w ostatnim czasie na $wiecie w jego
dziedzinie badar (20% Workshop on Vitamin D, 2017, Orlando; 21 Workshop on Vitamin D,
2018, Barcelona i 22M Workshop on Vitamin D, 2019, Nowy Jork oraz 18" Tetrahedron
Symposium, 2017, Budapeszt i 19" Tetrahedron Symposium, 2018, Riva del Garda, Wiochy),
a takze na 24™ Conference on Isoprenoids, 2018, w Biatymstoku.

Zwraca uwage fakt, ze badania naukowe doktorania byly finansowane w ramach
grant6w NCN: ,Nowe steroidowe kompleksy platyny o potencjalnym zastosowaniu w
medycynie” (OPUS 8 NCN2014/ 15/B/ST5/02129), w kibrym doktorant byt gléwnym
wykonawcg, ,,Synteza analogéw 1-hydroksywitaminy D3 ze zmodyfikowanym pierscieniem
A” (ETIUDA 7 NCN 2019/32/T/ST4/00575), w ktérym doktorant byt kierownikiem oraz
czgsciowo w ramach grantu ,,Nowe analogi kalcytriolu o nienaturalnym pierscieniu D”
(PRELUDIUM 16 NCN 2018/31/N/ST5/01679), w kiérym doktorant byl réwniez
kierownikiem.

Sposéb przedstawienia rozprawy s$wiadczy o rozleglej wiedzy syntetycznej i
determinacji doktoranta do osiggania zamierzonych celéw. W podsumowaniu nalezy
stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisuje bardzo obszerny zakres
starannie zaprojektowanych, wykonanych i opisanych prac syntetycznych i modelowych.
Przedstawia syntezy ponad 220 gtownie nowych zwigzkéw chemicznych na ponad 70
schematach, wielu tabelach i rysunkach. Spelnia nie tylko wysokie standardy krajowe, ale i
miedzynarodowe.

Rozprawe doktorskg czyta sie z niemalym zainteresowaniem i prawdziwg
przyjemnoscig. Rozprawa jest napisana ciekawie, w postaci relacji z rozwoju koncepcji,
zarowno przed jak i w trakcie prowadzenia badan, projektowania kolejnych fragmentéw badan
oraz tworczego analizowania uzyskanych wynikéw, ktére prowadzi do skutecznego pokonania
rozlicznych trudnosci. Ten sposéb przedstawienia rozprawy Swiadczy o rozleglej wiedzy
syntetycznej i determinacji mlodego badacza do osiggania zamierzonych celéw. W
podsumowaniu nalezy stwierdzié, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisuje
bardzo obszerny zakres starannie zaprojektowanych, wykonanych i opisanych prac
syntetycznych i modelowych. Przedstawia syntezy ponad 220 gléwnie nowych zwiazkéw
chemicznych na ponad 70 schematach, wielu tabelach i rysunkach. Spetnia nie tylko wysokie
standardy krajowe, ale i miedzynarodowe.

Z uwagi na nowatorska koncepcje i bardzo wysoki poziom badafi stanowigcych
przedmiot rozprawy oraz sposéb ich przedstawienia w samej rozprawie oraz w formie
komunikatéw na najwazniejszych konferencjach miedzynarodowych i licznych publikacjach w
prestizowych czasopismach naukowych, a takze przeprowadzenie wigkszej czesci badafi w
ramach wlasnych grantéw NCN, sktadam do Rady Dyscypliny Naukowej Wydziatu Chemii
UW wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr. Adriana Fabisiaka.
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