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Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Grzegorza Hajdasia

pt. ,Otrzymywanie nowych koniugatéw steroidowych o potencjalnych wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Produktow
Bioaktywnych Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem
prof. dr. hab. Tomasza Pospiesznego jako Promotora oraz dr inz. Hanny Koenig petnigcej funkcje
Promotora pomocniczego.

Tematyka pracy jest interesujgca i wpisuje si¢ w aktualne kierunki badan nad zwigzkami
steroidowymi, ukierunkowane na projektowanie i synteze nowych pochodnych o potencjalnej
aktywnosci biologicznej oraz badanie zalezno$ci pomiedzy ich strukturg a aktywnoscig.

Celem pracy doktorskiej byta synteza nowych koniugatéw steroidowych z wykorzystaniem
reakcji typu ,click” oraz ocena aktywnosci biologicznej uzyskanych zwigzkow. Jako substraty
wyjéciowe wykorzystano kwasy z6tciowe (kwas cholowy, litocholowy i deoksycholowy) oraz
cholesterol i 5a-cholestan-3B-ol. Doktorant otrzymat serie nowych koniugatéw potgczonych
pierécieniem 1,2,3-triazolowym, reprezentujace dwa typy uktadéw: 1) kwas zotciowy-sterol lub
stanol oraz 2) kwas z6tciowy—kwas z6tciowy. Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono za
pomoca metod spektroskopowych (NMR, FT-IR) oraz spektrometrii mas (ESI-MS). Przeprowadzono
takze badania in silico obejmujgce obliczenia semiempiryczne metodg PMS5, predykcje aktywnosci
biologicznej metoda PASS oraz analize oddziatywan ligand-biatko z wykorzystaniem dokowania
molekularnego.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie zbioru opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych, co jest zgodne z obowigzujgcymi przepisami Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Rozprawa zostata uzupetniona o Wstep, Sekcje
literaturowq, Sekcje badawczq, Podsumowanie, Bibliografie oraz Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, a takze pozostate elementy charakterystyczne dla tego typu prac, tj. zyciorys naukowy,
wykaz dorobku naukowego, spis rysunkéw, schematéw, tabel oraz stosowanych skrotow. Integraing
cze$¢ rozprawy stanowig kopie wszystkich publikacji wspdtautorstwa Doktoranta (publikacje P1-P6)
oraz o$wiadczenia dotyczagce wktadu merytorycznego wspdtautoréw w powstanie poszczegéinych

artykutow.

Cho¢ doceniam ogrom pracy wtozony w przygotowanie artykutéw przegladowych, uwazam, ze
zamieszczenie pozycji P4 i P5 (wraz ze stosownymi o$wiadczeniami dotyczacymi wktadu autoréw
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w ich powstanie) nie byto konieczne. Zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, ,przedmiotem rozprawy doktorskiej powinno by¢ oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow

wiasnych badan naukowych (...)” podczas gdy artykuty przeglagdowe co do zasady nie spetniajg tego
kryterium.

Zaréwno w Sekcji badawczej, jak i w Podsumowaniu Doktorant odwotuje sie do wynikdw badan
opublikowanych w pracach P2, P3 i P6. W zwigzku z tym dotgczenie publikacji P1 do rozprawy
doktorskiej uwazam za nieco mylace.

Z tresci rozprawy wynika zatem, ze zbiér powigzanych tematycznie artykutéw naukowych
stanowig trzy wieloautorskie prace opublikowane w recenzowanych czasopismach z listy Journal
Citation Reports: Steroids (publikacja P2) oraz ACS Omega (publikacje P3 i P6). W publikacjach tych
mgr inz. Grzegorz Hajdas$ jest pierwszym autorem, a w dwoch z nich réwniez autorem
korespondencyjnym (P3 i P6). Opis wktadu Doktoranta w przygotowanie poszczegdlnych publikacji
wskazuje na Jego wiodgcy udziat w realizacji badan oraz analizie i opracowaniu uzyskanych wynikow,
potwierdzajgc tym samym umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Rozprawa liczy 133 strony, bez uwzglednienia zataczonych publikacji oraz oswiadczen
dotyczacych wktadu autoréw w ich powstanie. W pierwszym rozdziale, Wstepie, Doktorant omawia
przestanki podjecia tematyki badawczej oraz przedstawia ogélny cel pracy. Praca nie zawiera
odrebnego rozdziatu poswieconego celom badan, a cele szczegétowe zostaly opisane w Sekcji

badawczej.

Obszerng cze$¢ rozprawy stanowi Sekcja literaturowa (58 stron), obejmujaca zagadnienia
dotyczace budowy, wtasciwoséci i modyfikacji steroidéw, w tym steroli, stanoli oraz kwasow
z6tciowych. Autor opisuje réwniez chemie ,click” oraz jej wykorzystanie w projektowaniu
i funkcjonalizacji pochodnych steroidowych. Fragment ten czyta sie dobrze, cho¢ zwracaja uwage
pewne niescistoéci oraz kwestie wymagajgce doprecyzowania lub korekty. Przedstawiam je ponizej.

¢ Na Schemacie 3 (str. 29) przedstawiono niepoprawny wzor prewitaminy D3, a na Schemacie 9
(str. 39) wzory zwigzkéw 41 i 42.

e IBX jest skrétem nazwy kwasu 2-jodoksybenzoesowego, a nie jego bezwodnika, jak podano na
str. 37. Na Schemacie 7 (str. 38) przedstawiono btedny wzér IBX.

e Na Schematach 14 i 16 (str. 42) oraz 26 (str. 53) przedstawiono reakcje katalitycznej redukcji,
jednak w zapisie reakcji nad strzatkg nie uwzgledniono katalizatora lub uwzgledniono jedynie
katalizator (Schemat 26).

e Do otrzymywania epoksydow z alkenéw powszechnie stosuje sie peroksokwasy. Na str. 44
podano, ze do reakcji epoksydacji wykorzystano kwas ftalowy, natomiast na Schemacie 19 (str.
45) przedstawiono wzér kwasu diperoksyftalowego.

¢ Na Schemacie 19 (str. 45) zwigzek 72 nie zawiera grupy hydroksylowej w pozycji C3, mimo ze
informacja taka zostata podana w tekscie (str. 44).
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e Na str. 47 opisano, ze zwigzek 89 posiada mostek tlenowy w obrebie pierscienia C, jednak
ugrupowanie to nie zostato przedstawione na Schemacie 23 (str. 48).

e Na Schemacie 27 (str. 52) w pozycji C17 zwigzku 105 znajduje sie grupa OAc, a nie grupa
,karbometylowa”, jak podano w tekscie.

e Na str. 52 niepoprawnie podano, ze tioacetal 110 otrzymano w wyniku , konwersji hydroksylu”
(Schemat 28).

o Na Schemacie 41 (str. 62) btednie przypisano produkty reakcji katalizowanych kompleksami
miedzi i rutenu — powinno by¢é odwrotnie.

W pracy pojawity sie takze pewne nieprecyzyjne sformutowania, m.in.: nienasycone wigzania
podwadjne (str. 18), konformacja przestrzenna (str. 23), patologiczne stezenia (str. 29), patologiczny
wzrost (str. 31), fenolowe ugrupowanie hydroksylowe (str. 36), eliminacja wody B (str. 40) oraz
epoksyd traktowany jako ukryta forma hydroksylacji (str. 54). Trafniejsze wydaje sie¢ ponadto
okreslenie ,biotransformacja testosteronu” niz ,fermentacja testosteronu” (str. 48), a takze ,1,4-
dipodstawione triazole” zamiast ,1,4-disubstytuowane triazole” (str. 62). Pewne watpliwosci budzi
réowniez podpis Schematu 4 (str. 33), gdyz przedstawione reakcje trudno uznac za ,biosynteze”.
Doprecyzowania wymaga takze sformutowanie: ,Zattoczona przestrzennie grupa 12a—OH aktywuje
mniej zatfoczong grupe hydroksylowa 7a” (str. 57). Na str. 65 zastosowano okreslenie, ze grupa
, podczas gdy sg to raczej dobre grupy

IH

tosylowa lub mesylowa ,dziata jako dobry elektrofi
opuszczajace. Z kolei sformutowanie ,Steroidy moga tez tworzy¢ wigzania amidowe lub peptydowe
z biatkami i peptydami” (str. 69) wydaje sie nieprecyzyjne, poniewaz wigzania peptydowe s3
wigzaniami amidowymi. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze na stronach 55-74 nie zamieszczono
numeracji zwigzkéw chemicznych, co momentami utrudnia $ledzenie opisu oraz analize
przedstawionych tresci.

Kolejna cze$¢ rozprawy, zatytutowana Sekcja badawcza, zostata podzielona na trzy czesci,
w ktdrych Doktorant omawia publikacje P2, P3 i P6. Opis poszczegdinych publikacji przedstawiono
wedtug podobnego schematu, obejmujgcego czes$¢ syntetyczna, analize spektroskopowa, obliczenia
semiempiryczne, predykcje potencjalnej aktywnosci farmakologicznej, dokowanie molekularne oraz
badania aktywnosci biologicznej — hemolitycznej (P2 i P3) lub przeciwgrzybiczej (P6). Uktad oraz
spos6b prezentacji tresci s3 wyraznie wzorowane na strukturze omawianych publikacji.

Artykut P2 dotyczy otrzymywania koniugatéw typu kwas zdtciowy—sterol lub stanol.
W pierwszym etapie badar otrzymano estry propargilowe octanowych pochodnych kwasow
z6tciowych (kwasu cholowego, deoksycholowego i litocholowego), natomiast w drugim etapie
zsyntezowano azydooctanowe pochodne cholesterolu oraz 5a-cholestan-3B-olu. Zwigzki te
wykorzystano nastepnie jako substraty w reakcji Huisgena, w wyniku ktérej otrzymano szes¢ nowych
koniugatdw potgczonych pierscieniem 1,2,3-triazolowym.

W publikacji P3 przedstawiono synteze dziewigciu ,dimerycznych” koniugatéw octanowych
pochodnych kwaséw z6tciowych. Zastosowana metodyka badan jest analogiczna jak w poprzedniej
pracy (P2), z tg réinica, ze w reakcji Huisgena zastosowano azydooctanowe pochodne kwasow
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z6tciowych. Doktorant otrzymat takze dwanascie nowych koniugatéw mréwczanowych pochodnych
kwasow zétciowych, w tym osiem ,,dimerycznych”, dwa w potaczeniu z cholesterolem a dwa kolejne
z 5a-cholestan-3B-olem. Te badania zostaty opisane artykule P6.

Na podkreslenie zastuguje ogrom pracy wtozony w realizacje przedstawionych badarn, zwtaszcza
w zakresie syntezy, oczyszczania oraz okreslania struktury otrzymanych zwigzkéw. Jak wynika
z zatgczonych o$wiadczen, mgr inz. Grzegorz Hajdas odpowiadat wiasnie za ten zakres prac,
stanowigcy w mojej ocenie kluczowy i najbardziej pracochtonny etap badan.

Wszystkie publikacje wchodzgce w sktad rozprawy zostaty juz przeanalizowane i ocenione przez
recenzentéw powotanych przez redakcje poszczegdlnych czasopism. Niemniej jednak, kierujac sie
obowigzkiem recenzenta, chciatabym zwréci¢ uwage na kilka kwestii, ktére nasunety sie podczas
lektury pracy.

Pewien niedosyt budzi sposéb przedstawienia danych spektroskopowych. Opis widm NMR
zwigzkéw 124-129 jest dos¢ ogdlinikowy, a Doktorant zamiescit jedynie wybrane fragmenty widm
'H NMR otrzymanych koniugatéw. Szkoda, ze do rozprawy nie dotgczono Materiatéw dodatkowych
do publikacji P3 i P6, zawierajgcych widma NMR. Co prawda materiaty te s dostepne na stronach
internetowych czasopism i ich odnalezienie nie stanowito problemu, jednak ich zamieszczenie
zwiekszytoby kompletnos$¢ rozprawy.

Prositabym Doktoranta o wyjasnienie, na jakiej podstawie przypisat sygnaty pochodzgce od
protonéw 3B-H i 3'B-H w otrzymanych koniugatach. W mojej opinii, bez analizy widm 2D NMR
(zwtaszcza HSQC i HMBC), jednoznaczne przypisanie tych sygnatéw wydaje sig trudne.

Pewne watpliwosci budzi interpretacja czeéci sygnatéw w widmach H NMR. W przypadku
sygnatéw pochodzacych od protonéw metylenowych 27—CH; w zwigzkach 133-135 okreslonych jako
,podwadjny singlet” bardziej zasadne wydaje si¢ opisanie ich jako dwoch dubletéw. Analogiczna
sytuacja dotyczy protonéw 29-CH, w produktach 136—144. Sg to protony diastereotopowe i mogg
dawaé sygnat w postaci dwoch dubletéw (uktad AB). Widma rejestrowano na spektrometrze 400
MHz; uwazam, ze zastosowanie aparatu o wyzszej czestotliwosci pozwolitoby jednoznaczniej okresli¢
ksztatt tych sygnatow.

W widmach koniugatéw steroidowych sygnaty pochodzgce od protonéw 78-H, 7'B-H, 12B-H
i 12’B-H wystepuja w postaci multipletéw, a nie singletéw. Réwniez sygnat od protonu 6'H
w zwigzkach 162-164 nie powinien by¢ interpretowany jako singlet, a multiplet. Za nieprecyzyjne
uwazam okreslenie ,podwdjny singlet” uzyte w odniesieniu do sygnatéw od protonéw 25-CHs
i 25'-CH3 — sg to dwa singlety. Protony grup 18-, 19— oraz 18'—, 19'-CHs dajg sygnaty w postaci
singletéw, a 21-CH3 i 21’-CH3 w postaci dubletéw, dlatego wywdd przedstawiony na str. 92, zgodnie
z ktérym moga one wystepowaé ,jako singlety lub ‘dublety’”” lub ,sygnaty o charakterze
dubletowym”, trudno uznac za trafny.

W opisie syntezy zwigzkdw 153-164 na str. 103 podano, ze ,reakcja doprowadzita do powstania
mieszaniny produktow (...), ktére rozdzielono metoda chromatografii kolumnowej”. Sformutowanie
to jest do$¢ mylace i moze sugerowac, ze zwigzki 153—-164 otrzymano w jednej reakcji, a nastepnie
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rozdzielono chromatograficznie. Analogiczne sformutowanie pojawia sie rowniez w publikacji P6.
Wydaje sie, ze chodzito raczej o oczyszczanie poszczegdlnych produktéw metody chromatografii
kolumnowe;.

Zaréwno w Sekcji badawczej, jak i w publikacjach nie podano ilosci stosowanych substratow ani
uzyskanych produktow, przez co trudno oceni¢ skale prowadzonych syntez. Prosze Doktoranta
o uwzglednienie tych danych w trakcie publicznej obrony.

Na str. 82 podano, ze ,substraty propiolowe réznity sie istotnie aktywnoscig hemolityczng”,
jednak na Rysunku 19 przedstawiono aktywno$¢ hemolityczng azydooctanowych pochodnych
cholesterolu (122) i 5a-cholestan-3B-olu (123) oraz koniugatéw 124-129. Zastanawia, dlaczego
zwigzki 119-121i133-135, nie zostaty uwzglednione w tych badaniach. Chciatabym réwniez dopytac,
czy analizowano przewidywang aktywnos$¢ biologiczng zaréwno zwigzkdw wyjsciowych jak
i zsyntezowanych pochodnych propargilowych oraz azydooctanowych. Interesujace jest rowniez,
ktory/ktére z otrzymanych zwigzkdw Doktorant wytypowatby do dalszych etapdw badar aktywnosci
biologicznej. Jaka bytaby to aktywnos¢? Chciatabym takze pozna opinie Doktoranta dotyczgca
kolejnosci prowadzenia badan. Czy bardziej zasadne nie bytoby najpierw przeprowadzenie symulacji
komputerowych, a nastepnie syntezy zwigzkdw wykazujacych najwyzszy potencjat aktywnosci
biologicznej? Jakimi przestankami kierowat sie Doktorant przy planowaniu przedstawionej strategii
badawczej? Prosze o odniesienie sie do tych kwestii podczas obrony pracy.

Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy ani ogromu pracy
wiozonej w realizacje badan. Przedtozona rozprawa doktorska potwierdza ogéing wiedze teoretyczng
oraz umiejetno$¢ prowadzenia badarn naukowych przez mgr. inz. Grzegorza Hajdasia. W mojej opinii
Doktorant wykazat sie bardzo dobrym opanowaniem warsztatu syntetycznego oraz umiejetnoscia
planowania i realizacji wieloetapowych badan eksperymentalnych. Na szczegéine podkreslenie
zastuguje otrzymanie az 27 nowych koniugatow steroidowych. Uzyskane wyniki majg duzg wartos¢
poznawcza i mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badari nad otrzymywaniem zwigzkow

bioaktywnych.

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Otrzymywanie
nowych koniugatéw steroidowych o potencjalnych wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych”
spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z pdin. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr. inz. Grzegorza Hajdasia do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora nauk chemicznych.

Wroctaw, 14.05.2026 r
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