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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgra Pawla Brzeminskiego

»oynteza analogéw 2-metyleno-19-norkalcytriolu ze zmodyfikowanym taficaichem bocznym”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgra Pawla Brzeminskiego zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Rafatla R. ~Siciﬁskiego w Pracowni Stereokontrolowanej Syntezy Organicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Dysertacja ma forme klasyczna, kt6rej jestem zwolennikiem,
czyli zawiera wstep, zwiezly opis badan wlasnych wraz z dyskusja i podsumowaniem, szczegbtows cze$é
eksperymentalng oraz spis cytowanej literatury. Praca liczy w sumie 156 ponumerowanych stron, napisana
jest poprawnym jezykiem i ma przyjemna szate graficzng. Znaczna cze¢$é pracy zostata juz opublikowana
w dwoch artykutach w dobrych czasopismach Bioorg. Chem. (IF 4,831) iJ. Steroid. Biochem. Mol. Biol. (IF
3,813). Doktorant jest w nich pierwszym autorem, a ponadto jest wspdtautorem dalszych pieciu publikacji
o zblizonej tematyce w réwnie dobrych czasopismach (sumaryczny IF wszystkich siedmiu publikacji
doktoranta wynosi prawie 29).

Praca dokiorska mgra Pawla Brzeminskiego jest z zakresu chemii medycznej, a w szczegdlnosci chemii
witaminy D. Chociaz tematyka ta jest bardzo stara, gdyz witamina D zostata odkryta przez McColluma juz
w 1922 roku, to ciggle odkrywane sa nowe jej funkcje, a ostatnio zrobilo sie glo$no na temat mozliwosci
wykorzystania pochodnych tej witaminy do redukcji ARDS (acute respiratory distress syndrome) u pacjentéw
z COVID-19. Przetomowym momentem w historii witaminy D bylo odkrycie w 1968 roku, ze ulega ona
metabolicznej aktywacji, ktéra polega na dwukrotnej hydroksylacji, najpierw w pozycji 25, a nastepnie
wpozycji la. Powstajagcy w ten sposéb 1,25-dihydroksycholekalcyferol (kalcytriol) jest hormonem
zwierzecym kontrolujagcym gospodarke wapniowo-fosforanowg organizmu, powoduje zwickszenie absorpcji
wapnia i fosforanéw w uktadzie pokarmowym, wzmaga resorpcje kosci, co przyspiesza ich przebudowe, jest
powszechnie stosowany w leczeniu hipokalcemii i osteoporozy. Ponadto uczestniczy w zjawiskach
odpornosciowych oraz réznicowaniu i proliferacji komoérek. Odkrycie, Ze receptor witaminy D (VDR)
znajduje si¢ w wielu ludzkich tkankach spowodowal wzrost zainteresowania pochodnymi tej witaminy. Wielu
badaczy witaminy D, w$réd nich prof. H. F. DeLuca z Uniwersytetu Wisconsin-Madison wraz z prbf. R. R.

Sicinskim z UW, przystapilo do poszukiwan Zmodyﬁkowanych pochodnych kalcytriolu o wysokim



powinowactwie do VDR, ale o niewielkim dziataniu regulacyjnym metabolizmu wapniowo-fosforanowym.
Zwiazki takie mogtyby by¢ wykorzystane w terapii nowotworowej. Wyniki tych badan, zaréwno dotyczacych
syntezy pochodnych kalcytriolu jak i ich whasciwosci biologicznych, doktorant opisat zwiezle (43 strony) we
wstepie do pracy doktorskiej. Przedstawit w nim réwniez podstawowe informacje na temat biosyntezy
witaminy D oraz kalcytriolu, metabolizmu witamin D oraz budowy receptora (VDR). Analiza budowy VDR,
a w szezegdlnoéci domeny wiazacej ligand wykazata, ze pierScien A kalcytriolu przyjmuje konformacje
krzestowa z ekwatorialng grupa 10-OH i aksjalng grupa 3B-OH. Wszystkie trzy grupy hydroksylowe
kalcytriolu zaangazowane sa W tworzenie wigzan wodorowych z odpowiednimi aminokwasami. Znajomosé
sposobu ulozenia liganda w kieszeni wiazacej receptora pozwolita zaprojektowac analogi kalcytriolu, ktore
znalazly zastosowanie terapeutyczne. Byly to glownie analogi ze zmodyfikowanym laficuchem bocznym, ale
réwhiez zaproponowane przez R. R. Sicifskiego 19-noranalogi, takie jak 19-norkalcytriol, 2-metyleno-19-
norkalcytriol i jego epimer na C20. Szczegblne znaczenie wérdd analogébw maja zwigzki o wydluzonym
laficuchu bocznym oraz analogi kalcytriolu posiadajace rozdwojony na C20 taficuch boczny (zwigzki
Gemini). W przypadku zwiazkéw o wydtuzonym lafcuchu nadmiarowe atomy wegla wystaja poza kieszen
wiazaca receptora. Natomiast zwiazki Gemini ulegaja wigzaniu do receptora dzigki zmianie ksztattu kieszeni
z typowego dla kalcytriolu ksztaltu ,,.L” na ,,Y”. Synteza tego typu analogéw byla przedmiotem badan mgra
Pawla Brzeminskiego.

Synteza zaprojektowanych analogéw prowadiona byla wedhug strategii konwergentnej polegajacej na
taczeniu poszczegdlnych czedci strukturalnych, otrzymanych na drodze osobnych syntez, przy wykorzystaniu
réznych metod sprzegania. Centralna cze$¢ czasteczki, obejmujaca pierScienie C i D, otrzymywana byla
najczesciej z witaminy D, na drodze ozonolizy. Synton pierScienia A zazwyczaj w postaci tlenku fosfiny byt
konstruowany przez doktoranta z kwasu D-(-)-chinowego w oparciu o wczesniej opracowang procedure.
Zostala ona zmodyfikowana przez zastosowanie odczynnika Tebbego w celu wprowadzenia grupy
metylenowej w pozycje C2 zamiast odpowiedniego ylidu fosforowego. Trzecim blokiem budulcowym byt
synton tancucha bocznego zawierajacy odpowiednie grupy funkcyjne.

Pierwszym celem syntetycznym doktoranta byla (25S)-2-metyleno-19-nor-witamina (209; omylkowo
ten sam numer ma geraniol) zawierajgca w laficuchu bocznym dwa atomy azotu (jeden aminowy i drugi
w pier§cienu pirydynowym) zdolne do chelatowania jonéw Pi(Il). Wykorzystanie analdgéw kalcytriolu jako
noénika leku (typu cisplatyny) powinno doprowadzié¢ do zwiekszenia skutecznosci terapii nowotworowej,
gdyz stwierdzono obecno$é VDR w réznych komoérkach nowotworowych. Dlugo$¢ lancucha bocznego
zaprojektowano w oparciu o modelowanie molekularne. Zoptymalizowane struktury analogéw zostaty
zadokowane do kieszeni wiazacej receptora. Stwierdzono, ze w przypadku odpowiednio diugich taficuchéw
(co najmniej 12 atomdéw wegla) utworzony kompleks Pi(II) wraz z atomami chloru wystaje poza domeng
wigzacy receptora. Konwergentna synteza zwiazku 209 obejmowata otrzymanie z witaminy D, fragmentu CD

z grupg tosylanowsa przy C22. Zostala ona nastepnie podstawiona karboanionem wygenerowanym z nitrylu,



przygotowanym z geraniolu na drodze 8-etapowej (1) syntezy. W kolejnym kroku usunigto grupe cyjankows,
a dzieki obecnoéci terminalnego wigzania podwoéjnego w otrzymanym zwigzku byto mozliwe przedtuzenie
tafcucha bocznego o pigé atoméw wegla na drodze metatezy krzyzowej. Po uwodomieniu wigzania
podwéjnego, grupe hydroksylowa przy. C8 utleniono do ketonu, ktéry poddano reakcji Wittiga-Hornera
z syntonem piérécienia A w postaci odpowiedniego tlenku fosfiny. Koficowe étapy syntezy zwiazku 209
polegaly na zamianie términalnej grupy hydroksylowej w jodek, a ten zkolei zostal podstawiony 2~(2°-
aminoetylo)pirydyng. Pomimo ogromnego wysitku syntetycznego, przeprowadzone testy wykazaly, ze '
zwigzek 209 bardzo stabo Wiéze sie z receptorem witaminowym (1000 razy slabiej od kalcytriolu). W tej
sytuacji zaniechano syntezy jego kompleksu z platyna.

Niezrazony niepowodzeniem doktorant podjal si¢ syntezy zwiazku analogicznego do 209, ale
z dodatkowym laficuchem na C20 (typu Gemini) liczac na jego lepsze utozenie w kieszeni wigzacej receptora.
Oczywiscie synteza tego zwiazku byla jeszcze bardziej ztozona ze wzglgdu na nowe centrum stereogeniczne
na C20 tworzace si¢ W jej trakcie. W celu wprowadzenia dodatkowego tancucha 22-aldehyd bedacy
produkfem ozonolizy witaminy D, zostal zamieniony w nitryl, ktérego anion w pozycji o. byl aﬂdloWany
bromkami (R iS) wywodzacymi si¢ z geraniolu. Reakcje te zachodzily wysoce diastereoselektywnie
prowadzac w obu przypédkach do produki6éw o konfiguracji 20S (25R lub 25S). Drugi laficuch zostal
wprowadzony przez redukcje nitrylu DIBAL-em do aldehydu i jego olefinacje metoda Petersona. Zachodzi tu
jednak pytanie, czy nie daloby si¢ przeprowadzié tej syntezy bez manipulacji grupami funkcyjnymi (éldehyd
w nitryl, nitryl w aldehyd). Konicowe etapy syntezy byty identyczne (metateza, regioselektywne uwodornienie
wigzania podwdjnego, utlenienie alkoholu do ketonu, zamiana terminalnej grupy hydroksylowej w jodek
iwkoﬁcu‘ jego podstawienie 2-(2’-aminoetylo)pirydyna), tak jak w ‘przypadku syntezy zwiazku 209
z nierozgatezionym faficuchem. W tym skrétowym opisie pominalem niezbedne etapy zabezpieczania
i odbezpieczania grup funkcyjnych. Otrzymane zostaly w ten sposéb dwa zwiazki typu Gemini o konfiguracji
25R (232) i 258 (233), ktére mozna bylo zastosowaé w charakterze ligandéw do kompleksowania jonéw
Pt(Il). Przedstawiony powyzej opis nie oddaje w pelni calej ztozonosci tej syntezy i licznych pojawiajacych
sie probleméw, kidrych pokonanie wymagalo najwyzszego kunsztu syntetycznego. Kwestié stereochemiczne
przeprowadzonej syntezy nie budzj watpliwosci i nie s3 specjalnie zlozone, ale doktorant niepotrzebnie je
skomplikowai przez bledy na Schemacie 37. Oczywista sprawa jest, Ze sililowanie nie odwraca konfiguracji
na odlegltym centrum stereogenicznym, czyli zwiazek 249a powinien mieé¢ konfiguracje 255, a 249b — 25R.
Podobnie produkty metatezy: 250a to zwiazek o konfiguracji 258, za$ .250b — 25R. Uwodornienie wiazania
podwdjnego po metatezie tez nie zmienia konfiguracji na ‘C25, ale zmienia sie¢ wtedy wazno$¢ podstawnikow.
Z tego powodu nienasycony sul;strat o konfiguracji 25S zmienia si¢ w nasycony prddukt o konfiguracji 25R
ivice versa. Nalezy zazpaczyC, ze jestem przekonény, ze doktorant mial tego §wiadomo$¢, bo w Czesci
eksperymentalnej i w publikacji nie ma tego bledu. Drobniejszym blgdem na Schémacie 37 jest brak zwiazku
247a (dwa razy jest 247h). Sa to jednak bledy natury technicznej, a nie mefytorycznej.



Badania wzglednej sity wigzania zwiazkéw 232 i 233 do receptora witaminy D daty wyniki w pefni
satysfakcjonujace, ich warto$¢ wyniosta 43,8% (232) i 46,1% (233) w poréwnaniu do kalcytriolu (100%).
Pomimo dobrej wigzalnoéci obu epimeréw do VDR, tylko izomer 25R wykazywal slaba zdolnos¢
roznicowania komoérek ludzkiej leukemii HL-60 (drugi izomer byt nieaktywny). Zachecony dobrymi
wynikami wiqzalnoéci'analogéw Gemini doktorant postanowil wykorzysta¢ jeden z otrzymanych wczesniej
polproduktéw do syntezy zwiazku 261 z terminalng grupa aminows, do kiorej przylaczyl L-metioning
Wiqianiem amidowym. Otrzymany zwiazek (25R)-259 wiazal si¢ stabiej z VDR (16,6%) niz zwigzki
wezeéniej badane. Oba otrzymane ligandy witaminowe o konfiguracji 25R (232 i 239) poddano reakcji
kompleksowania z K,PtCl,. Kompleksy oczyszezono chromatograficznie i scharakteryzowano spektralnie.
Czyste kompleksy ‘Pt(II) oraz wolne ligandy poddano badaniom na cytoksyczno$¢ wzgledem trzech linii
komérek raka oraz zdrowych fibroblastéw. Nieoczekiwanie okazalo sig, ze cytotoksyczno$¢ wolnych
ligand6w jest wyzsza od ich komplekséw z Pi(Il). Niestety, badane zwigzki nie wykazywaty selektywnosci
wzgledem komorek raka (byty réwnie toksyczne wobec normalnych fibroplatow).

Wspomniana wyzej amina 261 (a nie 260 jak podano w tekscie i Czgsci eksperymentalnej) poshuzyta
réwniez do syntezy pochodnych zawierajacych znaczniki fluorescencyjne. W tym celu poddano jg dzialaniu
chlorku dansylw/EtsN lub kwasu 1-pirenooctowego/DCC/HOB. Interesujace, ze wprowadzenie znacznikOw
fluorescencyjnych w strukture zwigzku wplyneto na zanik toksycznosci wzgledem zdrowych komorek przy
zachowaniu znacznej cytoksycznoséci w stosunku do badanych linii komoérek raka.

Ostatnia czeé badan whasnych dotyczyla syntezy analogéw typu Gemini posiadajacych na koficu
dtuzszego tancucha reaktywne ugrupowanie o charakterze akceptora Michaela, np. a,B-nienasycony keton,
o.,B-nienasycony sulfon lub maleimid. Tego typu uktady mogg reagowaé z grupa S-H cysteiny znajdujace;j si¢
w kieszeni wigzgcej receptora. Przeprowadzone przez doktoranta modelowanie molekularne pozwolito
zaprojektowaé analogi, w ktérych odlegtoéé konca taficucha od grupy S-H cysteiny umozliwia tworzenie si¢
wigzania kowalencyjnego C-S. W syntezie zostaly z powodzeniem wykorzystane p6lprodukty otrzymane
w trakcie weze$niejszych prac. Pewnym problemem okazata si¢ duza reaktywno$¢ ukladu a.,fB-nienasyconego
ketonu, np. podczas odbezpieczania grup sililowych w zakwaszonym metanolu tworzyl sie produkt jego
addycji do wigzanie podwéjnego. Mechanizm tej reakcji jest oczywisty i nie bylto potrzeby jego thumaczenia
(Rys. 29). Oczekiwalbym raczej Wythnnaczenia. demetylacji amidu Weinreba do zwigzku 285 w tych
warunkach. Wilasciwo$ci biologiczne nowych analogéw kalcytriolu z reaktywna grupa na konicu tancucha nie
zostaly jeszcze zbadane.

Wryniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej zostaly zwiezle przedstawione w podsumowaniu.
W rozdziale tym zostaly zebrane wszystkie zakonczone sukcesem syntezy oraz przypomniane wyniki badan
biologicznych. Troche szkoda, ze wszystkie bledy, ktoére wskazatem w recenzji w odniesieniu do Schematu

37, zostaty przeniesione do Schematu 52 (zapewne w wyniku zastosowania techniki ,,copy-paste”).



Prace doktorska Pawta Brzeminskiego koficzy obszerna (50 stron) Czgéé eksperymentalna, w kidrej
opisane zostaly wykonane syntezy oraz przedstawiona charakterystyka otrzymanych zwiazkow. Wszystkie
zwiazki maja widma 'H NMR z przypisaniem sygnatow, widma I3 NMR (bez DEPT-6w), HRMS, niekiedy
UV, czasem skrecalno$é (ale nie dla kohcowych witamin). Zaden zwiazek nie ma zmierzonej temperatury
topnienia, chociaz sadzac na podstawie wzoru nicktore pétprodukty powinny by¢ krystaliczne (w kilku
przypadkach postaé zwiazku okreSlona jest mianem ,pétkrystaliczny”). Odnosze wrazenie, ze Pracownia
Stereokontrolowanej Syntezy Organicznej nie posiada na wyposazeniu aparatu do pomiaru temperatury
topnienia.

W recenzowanej pracy doktorskiej jest stosunkowo mato bledéw, ale nicktére z mich, zwlaszcza
wspomniane wczesniej btedy w numeracji zwigzkéw, bardzo utrudniaja rozumienie tekstu. Ponizej
zamieszczam komentarze do niektorych sformutowan w tekcie oraz wykaz zauwazonych bledéw (pomijam
Hliterdwki”):

Str. 18 i 43: w warunkach reakcji na schematach 6 i 13 powinien by¢ synton 38 (jest 40);

Str. 19: zwigzek 58 to fosfonian, a nie fosfina; podobnie str. 29: zwigzek 106 to fosfonian (jest tlenek fosfiny);
Sir. 22: zwigzek 70 nie jest estrem 25—karboksylowym;

Str. 28: w warunkach reakcji (f) na Schemacie 13 brak jest syntonu 93;

Str. 45: na Rysunku 13 dwa zwigzki majg ten sam wzor 192 (powinno by¢ 192 1193);

Str. 46: jest ,,hydroksy dienyny 204” (powinno byé LHhydroksy dieny 204”);

Str. 55: ,,protonowanie rodnika B alkoholem zert-butylowym” — przenoszony jest atom wodoru a nie proton;
wz6r produkiu homometateéy 224 jest bledny (powinien by¢ symetryczny);

Str. 63: czy rzeczywiscie duzy podstawnik na C8 ma wplyw na reaktywnos$¢ grupy aldehydowej przy C207
Str. 64: brak wyjasnienia w jaki spos6b alkohol allilowy utlenit si¢ do c,B-nienasyconego ketonu 251;

Str. 65; dlaczego keton 254 nie ulegatl sprzezeniu z 54? Na Schemacie 38 bledy w warunkach reakcji (2 x (€));
Str. 77: powinno byé ,,pochodna pirenoacetylowa” (jest ,,pochodna pirenooctanowa”);

Str. 87: w tekécie brakuje odno$nika do Schematu 52; niezr¢czne sformulowanie: _”Wskazaly na znaczng
poprawe powinowactwa ... przy zaledwie dwukrotnie zredukowanym powinowactwie do VDR”;

Str. 101: pfodukt wodorowania 223 to zwigzek 225 (224 to produkt homometatezy);

Str. 109/110: reakcja odbezpiéczenia grupy TES nie jest hydroliza;

Str. 132: w pracy podano, ze kompleks 265 byl eluowany z kolumny uktadem DCM/metanol 98:2. Byloby to
niezgodne z wynikami analizy HPLC i brakiem rozpuszczalno§ci w chloroformie. Przypuszczam, ze jest to
blad — powinno by¢ 92:8 (tak jak podano w publikacji doktoranta w Bioorg. Chem. 2020, 1 00, 103883).

Reasumujac stwierdzam, Zze doktorant wykazal sie znajomo$cia nowoczesnej chemii organicznej. Praca
zostala dobrze zaprojektowana, a uzyskane wyniki majg nie tylko warto§¢ poznawcza, ale potencjalnie takze
znaczenie praktyczne. Doktorant jest wspolautorem siedmiu publikacji w dobrych czasopismach. Uzyskane

wyniki prezentowat na wielu konferencjach naukowych w kraju i za granica.



Jestem przekonany, ze oceniana praca spetnia z nadmiarem ustawowe wymagania stawiane pfacom
doktorskim. W zwiazku z tym wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
o przyjecie rozprawy doktorskiej mgra Pawla Brzeminskiego i dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Stawiam réwniez wniosek o wyréznienie pracy. Uzasadnienie wniosku w zalgczeniu.
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Uzasadnienie waiesku o wyréinienie pracy doktorskiej mgra Pawila Brzemifiskiego

Recenzowana praca doktorska z zakresu chemii medycznej zatytuwlowana ,.Synieza analogéw
2-metyleno-19-norkalcytrioln ze zmodyfikowanym laficuchem bocznym” dotyczy poszukiwai pochodnych
witaminy D o specyficznych aktywnoSciach biologiczaych. Na podstawie modelowania molckularnego
7 zastosowaniem metody dokowania liganda witaminowego do miejsca wigzacego receptora, kiérego budowa
jest znana, doktorant zaprojektowal struktury kilku pochodnych kalcyiriolu (hormon witaminowy)
o oczekiwanej aktywnosci. Zamiarem doktoranta bylo, aby zaprojekiowane zwigzki dobize wigzaly sig
7 receptorem, ale nie wykazywaly, charakterystycznej dla witamin D, aktywnoSci zwigzanej z regulacja
gospodarki fosforanowo-wapniowej. Dokiorant oczekiwat, ze te nowe pochodne kalcytriolu bedg indukowac
roznicowanie i hamowaé proliferacje komoérek raka oraz posiadaé dzialanie immunosupresyjne. W ramach
swojej pracy dokiorskiej mgr Pawe! Brzemifiski otizymal dwukieszezowe ligandy witaminowe
z pojedynczym laficuchem bocznym oraz zwigzki typu Gemini, kiére uzyl do kompleksowania jonow Pi(Il).
Atom platyny w tych zwiazkach wystaje poza kieszedn wiazgca receptora. Otrzymane zostaly réwniez
pochodne ze znacznikiem fluorescencyjoym w laficuchu w celu $ledzenia ich metabolizmu. Ponadto
otrzymane zostaly trzy zwigzki z reaktywna grupa funkcyjng na koficu taficucha (akceptory Michaela), ktbre
powinny wigza¢ sic kowalencyjnie, zgodnie z wynikami modelowania molekularnego, z L-cysteing obecng
w miejscu wiazacym receptora. Wyniki prac syntetycznych i bada biologicznych (wykonanych w duzym
stopniu samodzielnie przez dokioranta) zostaly opisane w siedmiu publikacjach o lacznym IF ok. 29. Na
szczegblne wyrbznienie zashiguje umiejetno$é prowadzenia przez dokioranta trudnych, wieloetapowych

syntez organicznych.
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