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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Grzywacz

pt Synteza i wtasciwosci N-acylowych pochodnych 2-amino-2-deoksy-8-D-glukopiranozydu
diosgenylu

wykonanej w Pracowni Glikochemii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem promotora dr hab. Beaty Liberek, prof. UG oraz promotora pomocniczego
dra Henryka Myszki

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaty wspétfinansowane ze srodkdw Unii
Europejskiej w ramach projektu POIG (POIG.01.01.02-02-14-102/09): Cukry jako surowce
odnawialne w syntezie produktéw o wysokiej wartosci dodanej

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter tradycyjny i zawiera nastepujace
rozdziaty: streszczenie, czes¢ literaturowg, cel pracy, omowienie wynikow, czesé
doswiadczalng, dorobek naukowy Autorki i spis literatury. Przedtozona praca zawiera 163
strony, 35 schematéw, 26 rysunkdw, 35 tabel, 197 odnosnikéw literaturowych.
Najobszerniejszg czescig rozprawy jest czes¢ literaturowa liczaca 56 stron. Kolejng, co do
wielkosci czescia, jest omdwienie badan wtasnych (47 stron, w tym 19 stron z tabelami
przedstawiajgcymi dane spektroskopowe).

Jednostki cukrowe sg fragmentami czesto spotykanymi w naturalnych zwigzkach biologicznie
aktywnych. Synteza analogdéw zwigzkéw naturalnych i modyfikacja aktywnosci biologicznej
jest tematem badan podstawowych w wielu laboratoriach bioorganicznych. Praca doktorska
mgr Darii Grzywacz miesci sie w tej tematyce. Badania prowadzone przez Doktorantke w
ramach pracy doktorskiej miaty na celu otrzymanie nowych, potsyntetycznych glikozydow
diosgenylu z wykorzystaniem naturalnej diosgeniny jako aglikonu oraz N-acylowych
pochodnych D-glukozaminy jako czesci cukrowej. Zwigzki o takiej strukturze sg analogami



naturalnych saponin, powszechnie obecnych w chifnskich preparatach ziotowych
wykorzystywanych w tradycyjnej medycynie ludowej. Cho¢ w naturalnych saponinach
diosgeniny wystepujg rézne jednostki cukrowe, to nie ma wsrdd nich D-glukozaminy. W
zwigzku z tym rozwigzanie proponowane przez Autorke daje z jednej strony mozliwosc
tatwej modyfikacji czesci cukrowej poprzez acylowanie grupy aminowej jednostki cukrowej,
a z drugiej strony istnieje szansa na zachowanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.
Autorka w ramach badan zajeta sie nie tylko syntezg i charakterystyka nowych pochodnych,
ale réowniez badaniami aktywnosci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i hemolitycznej
uzyskanych saponin. Autorka podjeta sie ciekawego i aktualnego tematu.

Praca byta realizowana pod kierunkiem profesor Beaty Liberek i doktora Henryka Myszki.
Biorgc pod uwage bogate doswiadczenie tej grupy badawczej w dziedzinie chemii cukrow, a
zwtaszcza badan nad syntezg kluczowego substratu: 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu
diosgenylu, Doktorantka trafita na bardzo dobry grunt i nie tylko brata udziat w
dopracowaniu efektywniejszej metodyki syntezy wspomnianego substratu, ale zsyntezowata
szereg nowych pochodnych z jego udziatem.

Rozprawa jest napisana zwieztym i komunikatywnym jezykiem, co sprawia, ze czyta sie jg z
zainteresowaniem. Moja ocena pracy jest pozytywna, nie znalaztam powaznych btedéw
merytorycznych, ani metodycznych, niemniej jednak chciatam przedstawi¢ kilka uwag w
kolejnosci takiej jak zostato opisane w przedtozonej rozprawie.

W czesci literaturowej Autorka opisuje budowe, wystepowanie i aktywnos$¢ biologiczng
saponin, ze szczegdlnym uwzglednieniem saponin steroidowych, ktére zawierajg diosgenine
jako aglikon. Informacje przedstawione w tej czesci pracy podane sg w sposdb kompaktowy i
bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w zagadnienia ogdlne. Nie znalaztam jedynie
informacji na temat naturalnych saponin zawierajgcych glukozamine jako jednostke
cukrowa. Na stronie 69 rozprawy dowiadujemy sie, ze nie sg znane naturalne glikozydy
diosgenylu, majgce w czesci cukrowe]j grupe NH,. Ciekawi mnie, czy sg znane inne saponiny,
ktore zawieratyby jednostki glukozaminy i jesli tak, to jaka aktywno$¢ biologiczna im
towarzyszy? N-acetylo glukozamina zostata przedstawiona na rysunku 11 jako jednostka
cukrowa wchodzaca w sktad saponin, ale nie znalaztam w tekscie zadnego konkretnego
przyktadu.

Drobna uwaga dotyczy zaprezentowania aktywnosci antyproliferacyjnej frakcji saponin,
ktorg Autorka przedstawita na rysunku 16. Brakuje odniesienia w tekscie do tego rysunku i
wyjasnienia, co on dokfadnie przedstawia. Uwazam, ze mozna byfo opisaé, co oznaczajg
poszczegdlne kolory na obrazach mikroskopowych, albo w ogéle rysunku nie zamieszczac.
Ostatni rozdziat czesci literaturowej poswiecony jest metodom syntezy saponin
steroidowych i modyfikacji funkcji aminowej 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopianozydu
diosgenylu. Przedstawione sg przyktady syntezy pochodnych cynamoilu, mocznikowych i
tiosemikarbazondéw, ktére opisat Wang i wspodtpracownicy w 2012 roku (poz. lit. 171).
Najwiekszg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec badanych szesciu linii komdrkowych miaty
pochodne cynamoilu (tabela 11) i to zapewne sktonito Autorke do prac nad modyfikacjami N-



acylowymi w swoich badaniach. Autorka przytacza tez inne N-acylowe pochodne
syntezowane i badane wobec linii komodrek nowotworowych przez Kaskiwa i
wspotpracownikéw w 2008 roku (poz. lit. 172). Podobnie jak poprzednio zwigzki
charakteryzowaty sie obiecujgcg aktywnoscig przeciwnowotworowg (tabela 12), a zdaniem
Autoréw miaty na to wptyw podstawniki w pozycji 2-NH; reszty cukrowej. Brakuje informacji
na temat badan z udziatem komodrek prawidtowych, czy autorzy takich badan nie
przeprowadzili?

W kolejnej czesci rozprawy Autorka omawia wyniki badan wtasnych. W pierwszej kolejnosci
opisana jest synteza dwodch kluczowych substratow do badan: 2-amino-2-deoksy-B-D-
glukopiranozydu diosgenylu (5) i jego peracetylowanej pochodnej 10. Synteza substratéw
wymaga wieloetapowej syntezy. Zasadnicza reakcja sprzegania bromkdéw glikozylowych z
diosgening w obecnosci AgOTf zachodzi z wydajnoscia ponad 80% i prowadzi do
peracetylowanych produktéw 4 i 9, ktore rdznig sie zabezpieczeniem grupy aminowej:
odpowiednio jest to grupa tetrachloroftalimidowa (TCP) i trichloroetoksykarbonylowa (Troc).
Na schemacie 23 zaprezentowana jest synteza zwigzkéw 4 i 9. Glikozydowanie byto wydajne
i stereoselektywne i prowadzilo do otrzymania wytgcznie B-glikozydéw. Autorka ttumaczy, ze
reakcja zachodzi poprzez utworzenie kationu acetkarboksoniowego i powoduje, ze jedynym
mozliwym produktem jest B-glikozyd. Podobnie zachodzg reakcje z uzyciem tatwo dostepnej
peracetylowanej glukozaminy (m. in. Takasu et al., Macromol. Rapid Commun. 21, 764-769,
2000). Wéwczas powstaje oksazolinowy produkt przejsciowy, ktéry mozna wykorzystaé w
reakcjach B-glikozydowania. Takie podejscie uproscitoby sciezke syntetyczng, ale byé moze
nie bytoby mozliwe usuniecie grupy N-acetylowej z glikozydu diosgenylu. Zastanawiam sie
czy Autorka brata po uwage taka strategie.
Nieco wprowadzajgcy w bfad jest schemat 25, z ktdrego mogtoby wynikac, ze oba zwigzki 4 i
9 ulegajg przemianie zaréwno do zwigzku 5i 10, z opisu jednak wynika, ze tak nie jest.
W toku dalszych badan glukopiranozyd diosgenylu 5 zostat wykorzystany do syntezy N-
acylowych pochodnych, ktére zawierajg reszty aminokwasowe i hydroksykwasowe.
Na stronie 84 Autorka napisata: , Pojedyncze aminokwasy mogg by¢ réwniez uzywane jako
nosniki lekow, poniewaz majg zdolnos¢ transportu przez tkanki. Co jest niezwykle istotne,
sprzezenie aminokwasow ze zwigzkami biologicznie czynnymi moze powodowac ich
zwiekszong aktywnos$¢ farmaceutyczng”. Chciatam zapytaé, co doktadnie Autorka miata na
mysli, uznajac aminokwasy jako nosniki lekow?
Synteza finalnych zwigzkéw do badan opisana jest bardzo dokfadnie, zastosowane zostaty
rozne warianty kondensacji grupy aminowej glukozydu diosgenylu z pochodnymi
aminokwasowymi i hydroksykwasami, a struktury wszystkich zwigzkow sg odpowiednio
potwierdzone metodami spektroskopowymi.
Ostatnig czescia omowienia wynikdw s3 badania biologiczne. W tabeli 15 Autorka
przedstawita wyniki badan przeprowadzonych na wybranych szczepach bakterii i grzybow
dla pietnastu finalnych zwigzkéw. Mam kilka uwag do tej czesci pracy:

® Moje watpliwosci dotyczg zwigzku 5a, czyli chlorowodorku glukozaminozydu

diosgenylu. Dlaczego w badaniach biologicznych nie zastosowano formy zasadowej,
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czyli zwigzku 5? Uwazam, ze zwigzek 5 bytby lepszym porownaniem dla catej serii
badanych zwigzkdéw, gdyz jest mniej polarny i nie jest zjonizowany podobnie jak
pozostate testowane zwigzki.

e Uwazam, ze cenne bytoby w badaniach biologicznych zastosowac jakies znane zwigzki
przeciwgrzybicze i/lub przeciwbakteryjne jako punkt odniesienia; albo zastosowaé
inne naturalne saponiny.

® 7 uwagi na zjawisko odpornosci wielu szczepédw mikroorganizmoéow na stosowane
antybiotyki, a takze mechanizmy obronne komdrek grzybow i bakterii, duze
oczekiwania poktada sie w terapiach skojarzonych, ktére pozwolityby na ograniczenie
dawek stosowanych antybiotykdw. Moim zdaniem badania biologiczne
przeprowadzone w ramach pracy zyskatyby, gdyby Autorka przeprowadzita badania
synergizmu najbardziej aktywnych zwigzkdw ze znanymi antybiotykami o
wiasciwosciach odpowiednio bakterio- i grzybobdjczych.

W czesci doswiadczalnej Autorka opisuje doktadnie wszystkie przeprowadzone syntezy,
bardzo starannie dokumentuje charakterystyke produktéw posrednich i koncowych.
Wszystkie nowe zwigzki poddane zostaty charakterystyce metodami spektroskopowymi: H,
13C, COSY, HSQC NMR oraz analizie MS (HRMS i MALDI TOF-MS). Wyniki analiz zostaty bardzo
starannie opisane w tabelach 18-35, do petnej charakterystyki zwigzkow brakuje jedynie
parametru skrecalnosci wtasciwej.

Znalaztam w pracy kilka btedow edytorskich (literowki, btedy na schematach), ale ogdlnie
praca napisana jest bardzo starannie, czytelnie i stylistycznie poprawnie. Kilka dodatkowych
uwag, ktére nie wymagajg odpowiedzi przedstawiam ponizej:

* Niekonsekwencje dotyczgce stosowania skrotow:
- niektore skroty zostaty pominiete w spisie skrétow, np. Troc, PDC
- niektére skroty w spisie skrotow widniejg jako skroéty literowe np. DCM, a na schematach
jako CH3Cl; (np. strona 77)
- w wykazie skrotéw jest DIPEA, a na niektorych schematach (np. 19) i tekscie jest stosowany
skrét DIEA
- w wykazie skrotow jest TCPO, a na schemacie 21 stosowany jest skrét TCPA

® Btedy na schematach:

- Schemat 19: brakuje tlenu w grupie karbonylowej w zwigzkach 79 i 80

- Schemat 21: w Sciezce a2 brakuje atomu wegla we wzorze CClzCH,OCOCI, ponadto chlorek
ten powinien by¢ oznaczony TrocCl, podobnie jak grupa Troc w innych miejscach

- Schemat 27: opis zwigzku 20 wskazuje, ze sg tam dwie identyczne grupy Ri R’

- Schemat 29:substrat i produkt to identyczne struktury, lepiej zastosowac oznaczenia R1,
R2, R3, itd

- Schemat 35: powinien by¢ zwigzek 10 zamiast zwigzku 5

Powyzsze uwagi polemiczne i krytyczne nie wptywajg na koncowa ocene rozprawy. Cel pracy
- synteza nowych N-acylowych pochodnych 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu



diosgenylu oraz ocena ich wifasciwosci biologicznych zostata zrealizowana pomysinie. A co
najwazniejsze, zwigzki posiadaty aktywnos¢ biologiczng w stosunku do badanych szczepéw
na poziomie kilku - kilkudziesieciu mg/mL, wyrazong jako minimalne stezenie hamujgce
(MIC). Autorka wykazata sie niewatpliwie dobrym przygotowaniem merytorycznym, duzg
starannoscig w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow.

W podsumowaniu chciatabym stwierdzi¢, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej
posiadajg elementy nowosci naukowej i zostaty juz opublikowane w czterech publikacjach
naukowych z listy JCR i jednej z poza tej listy, a manuskrypt szdstej publikacji dotyczacej
tematu rozprawy jest w koicowej fazie przygotowania.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt Synteza i wtasciwosci N-acylowych
pochodnych 2-amino-2-deoksy-8-D-glukopiranozydu diosgenylu spetnia
warunki okres$lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i z petnym przekonaniem
whnioskuje o dopuszczenie mgr Darii Grzywacz do dalszych etapow
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Dr hab. inz. llona Wandzik, prof. nzw. Pol. SI.

przewodu doktorskiego.



