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Recenzja

pracy doktorskiej Pana mgr Adriana Fabisiaka pt. Synteza analogéw 1 0, 25-dihydroksy-19-norwitaminy D;
ze zmodyfikowanym piericieniem A

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Ad.riana Fabisiaka pt. Synteza analogdw
1a,25-dihydroksy-19-norwitaminy D; ze zmodyfikowanym pierécieniem A zostata wykonana w Pracowni
Stereokontrolowanej Syntezy Organicznej Zaktadu Chemii Organicznej i Technologii Chemicznej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Rafata R. Siciriskiego.

Rozprawa doktorska mgr Fabisiak wpisuje si¢ we wcigz aktualne i wazne poszukiwania analogéw
kalcytriolu o wysokiej, selektywnej aktywnosci biologicznej. Jest ona czescig systematycznych badan nad
pochodnymi witaminy D; prowadzonych przez Profesora Rafata Siciriskiego i jego grupe. Gtéwne zalozenia
pracy bazuja na wezesniejszych kluczowych odkryciach tego zespotu dotyczacych 19-norwitamin D. Zwigzki
te cechuje ograniczone dziatanie kalcemiczne przy jednoczesnym wysokim powinowactwie do receptora
VDR. Biorgc pod uwage te wiasciwosci 19-norkalcytriolu, w pracy zaproponowano nowatorskie podejscie
zaktadajace synteze C-2 zmodyfikowanych pochodnych 19-norwitaminy D; jako ,nosnikéw” jonéw
platyny(ll) do komérek nowotworowych, charakteryzujgcych sie nadekspresjg jadrowego receptora
witamin D. Zaprojektowane kompleksy platyny moga charakteryzowaé sie mniejszg toksycznoscia
w poréwnaniu do obecnie stosowanych lekéw platynowych. Dodatkowo, w przypadku pochodnych 19-
norkalcytriolu wykazujacych wiasciwoéci przeciwnowotworowe mozna spodziewac’ sie synergistycznego
_efektu dwéch farmakoforéw. W tym $wietle tematyka rozprawy wydaje sie jak najbardziej uzasadniona
i ciekawa, a wyniki przeprowadzonych badari poszerzaja dotychczasowa wiedze na temat zaleznosci
aktywnodci od struktury (SAR) dla 1c,25-dihydrosywitaminy Ds.

Oceniana dysertacja zostata przygotowana w formie tradycyjnej. Zawiera 165 stron i ma typowy
uktad dla tego typu opracowan. Zasadnicze czeici pracy to: przeglad literaturowy (55 stron), badania
whasne potaczone z rozdziatem wyjadniajacym cel i zatozenia podjetych badari (44 stron) oraz czeéé
eksperymentalna (41 stron). Rozprawe uzupetniaja opis dorobku naukowego Doktoranta, streszczenie
w jezyku angielskim, lista stosowanych skrétéw, podsumowanie, oraz spis literatury cytowanej (126
pozycji).

Na poczatku czesci literaturowej Autor przedstawia krétkie uzasadnienie wyboru tematyki

badawczej, a nastepnie zapoznaje czytelnika z historig odkrycia witaminy D i jej metabolitéw, omawia



krdtko biosynteze, przeksztatcenia metaboliczne oraz biologicznj role tych zwigzkéw. Kolejne dwa rozdziaty

zostaly podwiecone budowie i oddzialywaniu receptora witaminy D z kalcytriolem i jego pochodnymi

z uwzglednieniem wptywu konformacji pierécienia A tych zwigzkéw na wigzanie sie z receptorem

i w konsekwencji na ich aktywnos¢ biologiczng. W gtéwnej czedci przegladu literaturowegoe Doktorant

opisuje najwaziniejsze metody syntezy 19-norklacytriolu oraz otrzymywanie i whasciwosci biologiczne jego

analogéw posiadajgcych podstawniki w pozycji 2. Uwazam, ze przeglad literaturowy jest napisany
interesujgco i przede wszystkim dzieki trafnie wyselekcjonowanym informacjom w péini spetnia swojg role -
uzasadnia podjete przez Doktoranta zadania badawcze, ufatwia czytelnikowi zrozumienie problematyki
przedstawionej w badaniach wiasnych oraz pokazuje jej miejscé na tle S$wiatowych badan

w dziedzinie syntezy aktywnych analogéw witamin z grupy D.

Mam kilka niewielkich uwag dotyczacych materiatu zawartego w tej czedci pracy.

* W wigkszosci opiséw syntez pochodnych witaminy D; i na schematach Autor nie podaje wydajnosci
z jaka powstawaty zadane produkty. Informacja ta utatwitaby poréwnanie zamieszczonych réznych
metod otrzymywania 19-norkalcytriolu.

® 5tr. 33, schemat 11: w przeksztaiceniu nitrylu 54 w aldehyd 47 nie potrzebny jest etap utleniania po
reakeji z DIBAIH.

. Str.. 35 (na schemacie 13 i w opisie): do otrzymania estru 61 w reakcji Reformatskiego zostat uzyty 2-
(bromometylo)akrylan etylu nie 2-(bromoetylo)akrylan etylu, jak zostato podane.

W nastepnej czesci rozprawy Autor omawia wyniki badaﬁ_ wihasnych. Na poczatku tego rozdziatu
Doktorant jasno i zwieile przedstawia cel badap. Gtéwnym zatoZeniem niniejszej pracy byla synteza
koniugatéw platyny(ll) z odpowiednio C-2 zmodyfikowanymi pochadnymi 19-norlacytriolu. Kolejny cel
pracy to otrzymanie syntonu pierscienia A do syntezy analogéw 19-norwitaminy D; posiadajacych rézne
podstawniki w pozycji 3. v
Realizujac pierwszy cel badawczy mgr Fabisiak opierajac sie na wezedniejszych doniesieniach o korzystnych

“wiasciwosciach biologicznych pochodnych 2-alkilideno-19-norkalcytriolu postanowit wykorzystaé wiagnie
takie pochodne jako szkielet do syntezy dogodnych ligandéw do koordynowania Pt(ll). Tworzenie
kompleksu z metalem miato zapewni¢ wprowadzenie ugrupowania L-metioniny lub kwasu bursztynowego
na korfcu taficucha ®-aminopropylidenowego w pozycji 2 19-norkalcytriolu. Doktorant przed
przystapieniem do prac syntetycznych przeprowadzit modelowanie dokowania zaprojektowanych
struktur do kieszeni wigzacej receptora VDR. Dogodnym intermediatem do syntezy zaplanowanych
zwigzkéw okazata sie pochodna 2-(3’-hydroksypropylideno)-19-nerkalcytriolu 145. Do jej ofrzymania

Autor wykorzystat opracowang w zespole prof. Sicinskiego metode przeksztatcenia kwasu D-

chinowego w odpowiednio sfunkcjonalizowany synton pierscienia A — 3,5-di-t-butylodimetylosililoksy-

4-alkilidenocykloheksanon. Kluczem do otrzymania zaplanowanych przez mgr Fabisiaka zwigzkéw byto

- odpowiednie 2zabezpieczenie grup hydroksylowych pozwalajagce w dalszych etapach syntezy na

selektywne przeksztatcenia grupy OH w faricuchu bocznym piericienia A. Majac to na uwadze, mgr
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Fabisiak zsyntezowat 3,5—di-t—butylodimetylosiIiloksy-4—(3’—piwaIoksypropylideno)cykloheksanon (143),
ktéry nastepnie poddat sprzeganiu z syntonem pierécieni C i D metoda lulia otrzymujac mieszanine
izomerdw 2E i 27 zadanej pochodnej 1a,25-dihydroksy-19-norwitaminy D; posiadajacej w pozycji 2 3-
piwaloksypropylidenowy taricuch. Dalsze etapy syntezy majace na celu zamiane grupy piwaloksy
w faricuchu propylidenowym na grupe NHZ. zostaly zrealizowane dla obu otrzymanych izomeréw
z wykorzystaniem znanych przeksztatced prowadzac do 2adanychv aminopochodnych 2z dobrg
wydajnoscig. Reakcja mieszaniny otrzymanych i\zomerycznych amin z 4-chloro-4-oksobutanianem
metylu lub z zabezpieczong L-metioning w obecnosci DCC i nastgpne odbezpieczenie grup aminowych
i hydroksylowych w otrzymanych produktach amidowania doprowadzito do syntezy Zgdanych
ligandéw. Po sprawdzeniu stopnia wigzalnoéci 2 VDR otrzymanych pochodnych okazato sie, ze
wykazujg one duzo nizsze powinowactwo do tego receptora niz hormon witaminowy. Pordwnanie
aktywnodci czterech otrzymanych pochodnych wzgledem VDR ujawnito, ze silniej z receptorem
oddziatywaja zwigzki posiadajace fragment L-metioniny. Dodatkowo, zestawienie wigzalnosci obu
izomerdw konfiguracyjnych z VDR dla danego typu ligandéw pokazato, ze powinowactwo izomerdw E
jest ok. 10-krotnie wyisze niz Z izomeréw, co potwierdza tendencje opisang wczesniej literaturze.
Biorgc pod uwage uzyskane wyniki badan biologicznych, mgr Fabisiak zaplanowat synteze kolejnych
ligandéw do syntezy komplekséw z platyna(ll), posiadajacych L-metionine lub 2-(2-aminoetylo)pirydyne
przytaczone do faricucha 'alkilidenowego w pozycji 2 poprzez dodatkowy fragment polieterowy, oddalajac
tym samym miejsce wigzania metalu od miejsca rozpoznania hormonu witaminowego. Jako tgcznik zostat
wybrany tri- i tetraetylenoglikol. Autor postanowit takie zmienié sposéb syntezy 2-(3’-hydroksy-
propylideho)—lQ-norkaIcytriolu, intermediatu  do otrzymana zaplanowanych pochodnych tak, aby
selektywnie powstawat tylko izomer E. Ta zmiana strategii syntetycznej wigzata sie z wykorzystaniem reakgji
Wittiga-Hornera do sprzegania blokéw budulcowych i co za tym idzie przygotowaniem odpowiedniego
syntonu pierscienia A w postaci tlenku fosfiny. Autor poszukujac metody syntezy Zgdanego tlenku
difenylofosfiny sprawdzit dwa réine podejécia syntetyczne. W pierwszym, ktére zakoriczylo sie
niepowodzeniem, kluczowym etapem byta metateza krzyzowa odpowiedniej metylidenowej pochodnej
cykloheksanonu otrzymanej z ketonu 143 z tlenkiem allilodifenylofosfiny. Druga, diuzsza droga
wykorzystywata reakcje olefinacji Petersona ketonu 143 z trimetylosililooctanem metylu i nastepnie
selektywna redukcje octanu w obecnoéci piwalanu do odpowiedniego alkoholu allilowego. Otrzymany
alkohol zostat nastepnie przeksztatcony w 2adany tlenek fosfiny w 3-etapowej syntezie obejmujacej
z synteze tosylanu, jego reakcje z solg litowa difenylofosfiny i utlenienie. Reakeja Wittiga—Hornera tak
przygotowanego tlenku fosfiny z pochodng ketonu Windausa-Grundmanna pozwolita Doktorantowi uzyskaé
selektywnie E-izomer odpowiednio sfunkcjonalizowanej 19-norwitaminy D; — kluczowego inermediatu
w syntezie zaplanowanych zwigzkéw z 65% wydajnoécia. Po redukcyjnym usunieciu piwaloilowego
ugrupowania otrzymany alkohol, po imudnej optymalizacji warunkéw, zostat przeksztaicony'

w zaplanowane polieterowe pochodne w reakcji Wiliamsona z ditosylanem tri- lub tetraetylenowego glikolu
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i poddany odbezpieczeniu wszystkich grup hydroksylowych obecnych w czasteczce. Nastepne etapy majace
na celu wprowadzenie ugrupowania zdolnego kompleksowaé jony platyny(ll) polegaty otrzymaniu
odpowiedniego jodku i jego reakcji z 2-(2—aminoetylc_))pirydyna bad? jego przeksztatceniu w terminalng
amine wykorzy_f;tujac klasyczne metody i nastepnie reakcji amidowania z pochodng L-metioniny
w obecnosdci czynnika sprzegajacego. Odbezpieczenie grupy aminowej we wprowadzonym fragmencie
aminokwasu prowadzifo do utworzenia zadanej pochodnej. W opisany spasdb Doktorant otrzymat 4 ligandy
roznigce sie miedzy sobg diugodcia polieterowego fragmentu i ugrupowaniem majacym za zadanie
koordynowa¢ platyne(ll). Wszystkie zwigzki zostaty uzyte do syntezy komplekséw platyny(ll) opisang
w literaturze metoda. Kompleksy platyny(ll) z ligandami posiadajgcymi reszte L-metioniny tworzyly sie
w reakeji 2 tetrchloroplatynianem potasu z dobrymi wydajnosciami. Ich budowa zostata potwierdzona
metodami  spektroskopowymi. W przypadku zastosowania ligandéw posiadajgcych  2-(2-amino-
etylojpirydyne préby otrzymania komplekséw platyny(ll) zakohczyty sie niepowodzeniem. Dla’ wszystkich
otrzymanych ligandéw oraz ich komplekséw z Pt(ll) zostato zhadane powinowactwo do receptora VDR oraz
ich aktywnod¢ cytotoksyczng w stosunku do wybranych linii komérek rakowych. Wszystkie zwigzki
charakteryzowaly sie zmniejszong wigzalnodcig z receptorem VDR w poréwnaniu do kalcytriolu.
W badaniach akitywnosci cytotoksycznej tych zwiazkéw nie zaobserwowano zakfadanej wickszej
selektywnosci dziatania  otrzymanych komplekséw platyny(ll)  ani  samych ligandéw
w stosunku do komérek rakowych i zdrowych w poréwnaniu do wiadciwodci wykazywanych priez
cisplatyne.

Odrebnym zadaniem byto otrzymanie nowego syntonu pierécienia A do syntezy C-3 zmodyfikowanych
pochodnych 1a,25-dihydroksy-19-norwitaminy D; metoda Suzuki-Miyaury. Analiza znanych metod
otrzymywania 19-norkalcytriolu i jego pochodnych oraz wstgpne eksperymenty pomogly Doktorantwi
zaprojektowac odpowiednig Sciezke syntezy zadanego bloku budulcowego z kwasu D-chinowego. Strategia
opierata sie na dwdéch kluczowych intermediatach - 3-t-butylodimetylosililoksy-5-hydroksycykloheksanonie
(200) i 3-t-butylodimetylosililoksy-5-winylocykloheks-2-enonie (216). Pierwszy z nich zostat otrzymany
w 7-etapowej syntezie, ktdrej sukces zapewnita odpowiednia manipulacja grupami ochronnymi oraz
zastosowanie reakcji Bartona-McCombi do usuniecia jednej z grup hydroksylowych obecnych w czasteczce
kwasy D-chinowego. Otrzymana pochodna cykloheksanonu po eliminacji wody zostata przeksztalcona
w enon, ktéry poddano reakeji Grignarda z bromkiem winylomagnezowym prowadzacej do lll-rzedowego
alkoholu. Jego utleniajace przegrupowanie pod wptywem katalitycznej ilosci TEMPO i metanadjodanu
osadzonego na zelu krzemionkowym doprowadzito do powstania pochodnej 5-winvlocykloheks-2-enonu.
Przeksztalcenie go w Zadany synton pierécienia A wymagat wprowadzenia grupy hydroksylowej
w pozycje 5 oraz ugrupowania bromowinylowego w pozycje 1. Pierwszy cel zostat osiggniety poprzez regio-
i stereoselektywne epoksydowanie wigzania podwdjnego w pierscieniu i nastgpnie jego reduktywne
otwarcie za pomocg LiAH, przeprowadzone po reakcji Wittiga prowadzacej do otrzymania bromowinylowej

pochodnej. Ty 14-etapowa synteze 2adanego syntonu pierscienia A 3a-winylo-19-norkalcytriolu zakoriczyt
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etap zabezpieczenia grupy hydroksylowej w otrzymanym bromku winylowym 220. Przeksztatcajagc bromek
winylowy w pinakoloboranowa pochodng Doktorant przygotowat takze alternatywny blok budulcowy do
sprzegania w reakcji Suzuki-Mivaury.

W czesci eksperymentalnej Autor skrupulatnie opisat wszystkie przeprowadzone syntezy oraz podat
charakterystyke otrzymanych zwigzkéw. Zamieszczone procedury i analiza produktéw w petni dokumentuja
otrzymane rezultaty. Prace koficzy rozdziat zawierajacy zwiezte podsumowanie otrzymanych wynikow.
Ponizej przedstawiam moje uwagi do oméwionych dwéch rozdzialdw pracy.

® Na schematach brakuje informacji z jaka wydajnoscig otrzymano poszczegblne produkty. Nie

zawsze mozna odnaleZ¢ te dane w zamieszczonym w badaniach wiasnych opisie, co utrudnia ocene
danej syntezy.

e Str. 69: moje watpli;vos'ci budzi sformutowanie ,..L-metioning, w ktérej grupa a-aminowa

zabezpieczona zostata w postaci 9-fluorenylometoksy karbonylu...”.

* We wzorach polieterowych pochodnych, np zwigzku 152, 159, 171, 172, 179, 182, 190, czesé

powtarzalna zostata niewtasciwie pokazana.

e Str. 85: zastanawiam sig, dlaczego nie ﬁrzeprowadzono bezposredniej hydrolizy tosylanéw 181

i 182, aby otrzymad zwigzki 152 i 153.

e 5tr. 97: wydaje sig, ze nazwa cykloheksadienon w stosunku do zwiagzku 216 nie jest poprawna.

e Str. 107: Lepiej byloby uzy¢ nazwy utleniajgce 1,3-przegrupowanie alkoholi alIiIow?ch, a nie 1,3-

utleniajgce przegrupowanie.

e Czeéé produkidw, np zwigzki 141a, 141b, 148a, 148b, 149a, 149b, 1333, 133b, 150a, 150b, zostata

nazwana hiepoprawnie. A

Zakres badan przeprowadzonych przez mgr Fabisiaka obejmujacy wieloetapowe syntezy pochodnych 19-
norkaleytriolu i syntonu pierécienia A z winylowm podstawnikiem, identyfikacje otrzymanych produktdw
metodami  spektroskopowymi oraz modelowanie dokowania pochodnych 1¢,25-dihydroksy-19-
norwitaminy D; do kieszeni wigzacej receptora VDR oceniam bardzo wysoko. Swiadcza one niewatpliwie nie
tylko o ogromnym zaangazowaniu Doktoranta w wykonywana prace, ale takie o wiedzy teoretycznej,
umiejetnosciach preparatywnych oraz znajomosci réznych technik takich jak NMR, UV-VIS, FT-IR, ESI-MS czy
technik obliczeniowych. Warto zwréci¢ uwage, Ze takie czeé¢ badar biologicznych zostata wykonana
samodzielnie przez Kandydata. Rozprawa, biorac pod uwage zaréwno aspekt merytoryczny jak i strone
edytorska zostata przygotowana bardzo starannie. Jest ona napisana poprawnym jezykiem, mozna znalei¢
bardzo nieliczne bledy literowe czy niezrecznodci stylistyczne.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska pana mgr Adriana Fabiéiaka zawiera wymagane
w rozprawach doktorskich elementy nowoséci naukowej, co zostato dodatkowo udokumentowane trzema
artykutami opublikowanymi w czasopismach z listy JCR, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem.

Wyniki badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej stanowia wazny wkiad w dziedzine syntezy



aktywnych analogéw witaminy D oraz wnosza nowe informacje do badar wpiywu budowy tych zwigzkéw
na aktywnos¢ biologiczna.

Stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie wymagania Zwyczajowe i wymogi
obowigzujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. Z petnym przekonaniem skladam do
Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego whiosek o dopuszczenie mgr Adriana
Fabisiaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoka ocene recenzowanej rozprawy, w tym wartoéé merytoryczng przeprowadzonych
badari oraz fakt opublikowania znacznej czeéci wynikéw, a takze wysoki poziom edytorski rozprawy i bardzo

dobry dorobek naukowy Kandydata wnioskuije o jej wyréznienie.
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Whiosek o wyréznienie pracy doktorskiej Pana mgr Adriana Fabisiaka pt. Synteza analogow 1a¢,25-
dihydroksy-19-norwitaminy D; ze zmodyfikowanym pierscieniem A

Po zapoznaniu sig z pracg doktorskg i po analizie dorobku naukowego Kandydata wnioskuje do
Rady Dyscypliny Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Adriana Fabisiaka.
Ponizej, przedstawiam w punktach uzasadnienie mojego wniosku.

1. Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej stanowi waing czeéé éwiatowych badan nad syntezg
aktywnych analogéw witaminy D. W pracy zaproponowano nowatorskie podejscie zakfadajgce
otrzymanie C-2 zmodyfikowanych pochodnych 19-norwitaminy D; jako ,noénikéw” jonéw platyny(ll)
do komdrek nowotworowych. Badania biologiczne zsyntezowanych ligandéw i ich komplekséw
z platyna(li) pozwolity na uzupetnienie dotychczasowej wiedzy na temat zaleznoéci aktywnosci od
struktury (SAR) dla 1oc,25-dihydroksywitaminy Ds;. Ponadto opracowano wydajng metode syntezy
syntdnu pierscienia A do konstrukcji C-3 zmodyfikowanych pochodnych 19-norkalcytriolu.

2. Rozprawa zawiera bogaty, oryginalny material eksperymentalny. Zakres badari przeprowadzonych
przez Kandydata obejmowat wieloetapowe syntezy pochodnych 19-norkalcytriolu i syntonu pierécienia
A z winylowm podstawnikiem, identyfikacje otrzymanych produktéw metodami spektroskopowymi
(NMR, UV-VIS, ESI-MS) oraz modelowanie dokowania pochodnych 1a,25-dihydroksy-19-narwitaminy
D; do kieszeni wigzacej receptora VDR. Takie czes¢ testéw biologicznych zostata wykonana
samodzielnie przez Kandydata.

3. Wysoki poziom merytoryczny oraz kompletnoéé badar potwierdza fakt, iz duza czes¢ wynikéw zostata
juz opisana w trzech artykutach opublikowanych w czasopismach z listy ICR, w ktérych mgr Fabisiak
jest pierwszym autorem. Wyniki swoich badar zaprezentowat On takie na szeéciu konferencjach
miedzynarodowych.

4. Wysoki poziom edytorski rozprawy.

5. Bardzo dobry dorobek naukowy Kandydata. Oprécz wymienionych powyzej trzech prac, w ktérych
zostaly opisane wyniki badarn przedstawionych w rozprawie doktorskiej mgr Fabisiak jest
wspGtautorem czterech innych publikadji z listy filadelfijskiej. Nalezy podkresli¢ takze fakt, ze Doktorant
kierowat dwoma grantami wiasnymi finansowanymi przez NCN (grant ETIUDA 7 oraz PRELUDIUM 16)

oraz uczestniczyt w realizacji jednego projektu naukowego jako giéwny wykonawca.

Moim zdaniem praca doktorska mgr Fabisiaka zastuguje na wyrdznienie.

A lisfluedang



