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Synteza i wtasciwosci biologiczne N-podstawionych pochodnych
O*-(2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny

Wsréd glikozydow, czyli potgczen cukrow z fragmentami niecukrowymi lub
innymi sacharydami zawierajgcymi wigzanie glikozydowe, jest wiele zwigzkéw o
interesujgcym dziataniu biologicznym, w tym takze lekéw. Potencjalna przydatnos¢
glikozydow w medycynie stanowi gtdbwng site napedowg dla badan nad synteza
nowych glikozydéw oraz poszukiwaniem i izolacjg takich zwigzkéw ze zrédet
naturalnych, gdzie do$¢ bogato wystepujg. Sposréd licznych grup badawczych
zajmujgcych sie syntezg glikozydéw wazne miejsce zajmuje zespoét z pracowni
Glikochemii Wydziatu Chemii UG. Zespét ten kontynuuje bogate tradycje badan w
zakresie chemii cukréow na Uniwersytecie Gdanskim zapoczatkowanych przez prof.
prof. Janusza Sokotowskiego i Zygfryda Smiatacza oraz pomysinie kontynuowanych
przez nieodzatowanego prof. Andrzeja Wisniewskiego. To wiasnie pod kierunkiem
prof. Wisniewskiego i pod opiekg Jego wspotpracownikéw, dr hab. Beaty Liberek i dr.
Henryka Myszki, rozpoczeta i przez lata prowadzita badania p. Agata Walczewska.
Rezultatem koncowym tych badan jest przedstawiona do oceny recenzentéw
rozprawa doktorska.

Przedmiotem projektu badawczego, ktérego wyniki stanowig podstawe
rozprawy doktorskiej p. Walczewskiej byta synteza i charakterystyka szeregu nowych
glikozydow diosgeniny. Zainteresowanie tymi zwigzkami jest uzasadnione
réznorodnymi, ciekawymi wiasciwosciami biologicznymi wielu znanych dotychczas
zwigzkow tego typu, zarbwno pochodzenia naturalnego jak i otrzymanych na drodze
syntezy. Faktem jest natomiast, ze w znakomitej wiekszosci przypadkéw, nie sg
znane molekularne podstawy tych zréznicowanych aktywnosci. Z tego powodu, nie
wydaje sie na razie mozliwe tzw. racjonalne projektowanie struktur nowych
pochodnych w celu otrzymania zwigzkéw o okreslonym typie aktywnosci. Pozostaje
w tej sytuacji droga syntezy szeregu pochodnych, mozliwie jak najwiekszej ich ilosci
w celu utworzenia biblioteki zwigzkoéw, wszechstronne przebadanie ich wtasciwosci
biologicznych i na tej podstawie wyselekcjonowanie struktur wiodgcych, do ich
dalszej optymalizacji. Szczegblne mozliwosci w tym wzgledzie wydajg sie stwarzac
takie glikozydy diosgeniny, w ktérych fragment cukrowy zawiera ugrupowanie lub
ugrupowania chemiczne mogace podlega¢ selektywnej funkcjonalizacji, co otwiera
droge do otrzymania szeregu pochodnych. Taka role moze np. petni¢ grupa
aminowa i wychodzgc z tego zatozenia Doktorantka zainteresowata sie
glukozaminozydami diosgenylu, czyli zwigzkami, w ktoérych fragment cukrowy
pochodzi od 2-amino-2-deoksy-D-glukozy, zwanej zwyczajowo D-glukozaming.
Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze najprostszy mozliwy zwigzek z tej grupy, czyli
O3-(2-amino-2-deoksy-B-D-gIukopiranozylo)diosgeniny, jak rowniez kilka jego N-
acylowych pochodnych zostato juz wcze$niej opisanych w pracach Kaskiw i wsp.
oraz publikacjach grupy gdanskiej wspétautorstwa dr. H. Myszki.



Wynikiem pracy Doktorantki bylo otrzymanie 13 glukozaminozyddw
diosgenylu, z ktérych 10 jest zwigzkami nowymi, nie opisanymi dotychczas w
literaturze. Do grona nowych zwigzkéw nalezy 9 pochodnych N-alkilowych oraz jedna
pochodna N-alkiloureidowa. Doktorantka opracowata optymalne metody syntezy tych
zwigzkéw, dokonata charakterystyki ich wtasciwosci fizykochemicznych, w tym
spektralnych, potwierdzajac jednoczes$nie w sposoéb jednoznaczny ich strukture oraz
poddata wszystkie otrzymane zwigzki koncowe badaniom aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, w tym przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej. Warto
podkreslic, ze ukierunkowanie na poszukiwanie zwigzkow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej stanowi stosunkowo nowe podejscie w badaniach
glikozydéw diosgeniny, jako ze w wiekszosci dotychczasowych prac nad zwigzkami
tego typu skupiano sie raczej na aktywnos$ci cytostatycznej.

W przyjetej przez Doktorantke strategii syntezy mozna wyrézni¢ trzy wyrazne
fazy: 1. otrzymanie substratu do glikozylacji diosgeniny w postaci odpowiednio
chronionej pochodnej D-glukozaminy; 2. utworzenie wigzania glikozydowego i zdjecie
oston; 3. funkcjonalizacja grupy aminowej. Taka kolejno$¢ oraz dob6r odpowiedniej
grupy ochronnej dla funkcji aminowej w postaci reszty tetrachloroftaloilowej
zapewniaty stereoselektywno$¢ podczas glikozylacji, w wyniku ktorej powstawat
jedynie jeden z dwéch mozliwych anomeréw, anomer . W tym miejscu pozwole
sobie na matg dygresje — mysle, ze warto sprawdzi¢, czy sterochemia wigzania
glikozydowego ma znaczenie dla aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej
glukozaminozydoéw diosgenylu. Dobierajgc metody realizacji poszczegolnych etapow,
Doktorantka dla fazy 1 i 2 zastosowata metodyke opracowang przez Myszke i wsp.
przy syntezie O°-(2-amino-2-deoksy-p-D-glukopiranozylo)diosgeniny, natomiast dla
fazy 3 — reakcje redukcyjnego alkilowania wg warunkéw opracowanych przez Liberek
i wsp. Wszystkie otrzymane zwigzki koricowe oraz niektére zwigzki posrednie zostaty
w petni scharakteryzowane za pomocg spektroskopii 'H i ®C NMR, IR oraz MS.
Oznaczenia aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wykonane zostaty przez
wyspecjalizowane laboratoria w Gdarnskim Uniwersytecie Medycznym i w Universita’
Politecnica delle Marche w Ankonie, Wiochy. Doktorantka dokonata analizy
uzyskanych wynikédw podejmujgc probe ustalenia zaleznosci pomiedzy strukturg a
aktywnoscig. Otrzymane zwigzki nie wykazywaty aktywno$ci wobec bakterii Gram-
ujemnych, natomiast byty aktywne wobec bakterii Gram-dodatnich i trzech szczepow
grzybowych. Aktywno$¢ niektérych z otrzymanych zwigzkéw mozna uznaé¢ za
interesujaca. W przypadku aktywnos$ci przeciwbakteryjnej wobec bakterii Gram-
dodatnich dotyczy to szczegdlnie pochodnej N-etylowej 13 i N-propylowej 15, dla
ktérych wyznaczono wartosci MIC na poziomie 0,5 — 8 pg/ml i byty to wartosci
znacznie lepsze niz dla znanego wczesniej zwigzku 11 czyli 0°-(2-amino-2-deoksy-B-
D-glukopiranozylo)diosgeniny. W przypadku aktywno$ci przeciwgrzybowej, niskie
wartosci MIC w zakresie 1 — 8 ug/ml stwierdzono wobec grzybow z rodzaju Candida
dla kilku N-alkilowych pochodnych, przy czym aktywno$¢ przeciwgrzybowa
generalnie malata wraz ze wzrostem dtugosci tancucha N-alkilowego. Tak wiec, w
wyniki postawionego przed Nig zadania badawczego, Doktorantka opracowata
warunki syntezy i otrzymata szereg nowych zwigzkéw o strukturze
glukozaminozydow diosgenylu, z ktérych niektére wykazujg wysokg aktywnos$c
przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich i przeciwgrzybowg wobec grzybow
z rodzaju Candida.

Podstawowa kwestig przy ocenie rozprawy doktorskiej, jako pracy, dzieki
ktérej mozliwe bedzie nadanie stopnia naukowego doktora jest wykazanie spetnienia
ustawowego wymogu obecnosci elementow nowosci naukowej. W przypadku



rozprawy p. Walczewskiej elementem tym jest otrzymanie 10 nowych zwigzkéw
chemicznych o interesujgcych wtasciwosciach biologicznych. Warto$Sci pracy nie
obniza w mojej opinii fakt, ze w strategii syntezy nie stosowano zadnych nowych
metod syntetycznych. Wydaje mi sie, ze nie byto takiej potrzeby, a optymalny dobor
metodyki postepowania i optymalizacja warunkéw dokonane przez Doktorantke
takze stanowig cenng warto§¢ dodang. W tej sytuacji nie mam watpliwosci, ze
rozprawa Doktorantki zawiera elementy nowosci naukowej. Jestem ponadto
przekonany, ze Doktorantka jest dobrym chemikiem-organikiem, wykazata sie
biegto$cig warsztatowg w zakresie syntezy organicznej i umiejetnosciami w zakresie
interpretacji wynikbw analizy spektralnej zwigzkéw organicznych, w szczegdélnosci
zas wykorzystania spektroskopii NMR do analizy cukréw i ich pochodnych.

Dysertacja p. Walczewskiej spisana zostata na 95 stronach, ilustrowana jest
licznymi schematami i wykresami, zawiera cytaty ze 169 pozycji literaturowych. Uktad
pracy mozna uzna¢ za standardowy. Gtéwne jej rozdziaty to kolejno: czesé
literaturowa, cel pracy, cze$¢ doswiadczalna, czyli opis materiatbw i metod
eksperymentalnych, dyskusja uzyskanych wynikbw, podsumowanie i spis
piSmiennictwa. Osobiscie przyzwyczajony jestem do obecno$ci w rozprawie
doktorskiej streszczenia, umieszczanego zwykle na jej poczatku. W rozprawie p.
Walczewskiej brak tego elementu (umieszczone na koricu Podsumowanie spetnia
tylko w pewnym stopniu role streszczenia), by¢é moze jednak jest to zgodne ze
standardami obowigzujgcymi na macierzystym wydziale Doktorantki.

Omoéwienie dotychczasowego stanu wiedzy, zatytutowane jako Czesé
literaturowa zajmuje formalnie 32 strony, jednakze analogiczny charakter ma
wprowadzenie do p. 4.11 w rozdziale IV. Dyskusja wynikow (okoto 1,5 strony).
stron. Okoto 2/3 objetosci Czesci literaturowej stanowi szczego6towa
charakterystyka znanych metod tworzenia wigzania glikozydowego, a 1/3 -
omoéwienie antybiotykbw aminoglikozydowych. Ta czeS¢ rozprawy zostata
opracowana bardzo dobrze, zawiera szereg cennych, interesujgcych danych,
wspartych cytatami do jak najbardziej aktualnej literatury. Szczegdlnie wysoko
oceniam opis metod syntezy glikozydéw. Jest to wyczerpujgce kompendium wiedzy
na ten temat. Fragment dotyczacy antybiotykébw aminoglikozydowych jest
interesujgcy, natomiast jego umieszczenie w rozprawie (uzasadnione zapewne
faktem, ze zwigzki otrzymane przez Doktorantke mozna réwniez nazwac
aminoglikozydami), jest nieco dyskusyjne, gdyz w mojej opinii istnieje bardzo
niewielkie prawdopodobienstwo, ze mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania
zwigzkow otrzymanych przez Doktorantke ma cokolwiek wspéinego z mechanizmem
przeciwbakteryjnej aktywnosci klasycznych antybiotykédw aminoglikozydowych, tak
wiec mozna méwic¢ jedynie o bardzo formalnej analogii tych grup zwigzkow.

Drobne uwagi merytoryczne do Czesci literaturowej:

W kilku pierwszych zdaniach na str. 9, gdzie jest mowa o réznych rodzajach
aktywnos$ci biologicznej glikozydow zabrakto mi stéwka ,niektére”, bez ktérego
mozna nabra¢ mylnego przekonania, ze wszystkie glikozydy wykazujg wszystkie
wymienione typy aktywnosci biologicznej.

Str. 32, wiersze 5-7 od goéry. Niektére antybiotyki makrolidowe posiadajg
aglikon wiekszy, niz wymienione 14-16; szczegdlnie dotyczy to przeciwgrzybowych
makrolidow polienowych, gdzie wystepujg pierscienie okoto 30-cztonowe.

Str. 33, wiersz 11-14 od géry. Niezbyt zrozumiate powigzanie pomiedzy
udziatem jonéw wapnia i magnezu w transporcie antybiotykédw aminoglikozydowych
przez btone komoérkowag, a sugerowang w nastepnym zdaniu konieczno$cig
obecnosci przenosnikéw elektrondw.



Rozdziat Cel pracy zawiera takze elementy opracowania literaturowego. O
sformutowaniu faktycznego celu mozna méwi¢ dopiero w odniesieniu do korncowego
akapitu na str. 43. W konicowej czesci tego akapitu wymienionych zostato 5 jasno
zdefiniowanych celéw czgstkowych, natomiast chyba troche zabrakto wyréznienia
wsréd nich celu gtéwnego, ktéorym w mojej opinii byta chyba jednak synteza i
okreslenie wtasciwosci biologicznych N-alkilowych pochodnych aminoglikozydéw
diosgeniny.

Opis stosowanych metod eksperymentalnych, w tym gtéwnie metod syntezy,
zatytutowany Cze$¢ doswiadczalna, zostat opracowany w sposéb w petni
profesjonalny, wg najlepszych wzoréw, bardzo precyzyjnie i doktadnie. Jedyna
drobna uwaga to tej czesci pracy, to kilkukrotne btedne zastosowanie oznaczenia
stezenia molowego (mM) w miejscach, gdzie wskazane bytoby uzycie okreSlenia
ilosci (mmol), np. na str. 48, wiersz 7 od gory.

Rozdziat zatytutowany Dyskusja wynikéw zawiera opis tych wynikow i ich
dyskusje i zajmuje 30 stron z czego okoto 2/3 to opis syntez i analizy strukturalnej
produktéow tych syntez. W opiach opisach reakcji fazy 1 i 2 Doktorantka jest
stosunkowo lakoniczna, co jest w oczywisty sposéb uzasadnione faktem, ze reakcje
te sg juz znane iopisane w literaturze. Prawie wszystkie reakcje wykonywane
byty w jednej, optymalnej zdaniem Autorki wersji, z wyjatkiem przeksztatcania
1,3,4,6-tetra-O-acetylo-2-deoksy-2-(3,4,5,6-tetrachloroftalimido)-a, 3-D-glukopiranozy
w halogenopochodna, gdzie otrzymano bromo- i chloropochodne. Doktorantka
chciata sprawdzi¢ efektywno$¢ obu wersji donoréw glukozaminylu w reakcji
sprzegania z diosgening. W efekcie znacznie wyzszg wydajno$¢ osiggnieto w reakc;ji
z bromopochodng jako substratem, co wydaje sie by¢ zgodne z przewidywaniami.
Chciatbym jednak wyrazi¢ uznanie dla bardzo kompetentnej i wyczerpujacej analizy
strukturalnej, szczegélnie w odniesieniu do spektroskopii NMR.

Opis reakcji funkcjonalizacji grupy aminowej, czyli fazy 3 syntezy wydaje sie
najbardziej interesujgcym watkiem opisu metod syntezy, gtdwnie z uwagi na réznice
w rodzajach otrzymanych produktéow, w zaleznosci od struktur stosowanych
substratow alkilujgcych. Doktorantka stosowata metode redukcyjnego alkilowania,
gdzie substratami byty aldehydy o dlugosciach tancucha 1-6 dodawane do
mieszaniny reakcyjnej w nadmiarze molowym 1,2 w stosunku do glukozaminozydu
diosgenylu. W drugiej fazie tej reakcji, powstate iminy byly redukowane za pomocag
NaBH;CN. Wydajnosci tych reakcji nie bylty szczegélnie wysokie (13-60%) i w
wiekszosci przypadkéw otrzymywano mieszanine pochodnych mono- i dialkilowych,
ktére rozdzielano za pomocg chromatografii kolumnowej. Metoda, ktdérg w tym
przypadku zastosowano, byta zmodyfikowang wersja metodyki opracowanej
uprzednio w pracowni Glikochemii WCH UG dla potrzeb otrzymywania N-alkilowych
pochodnych D-glukozaminy. W tamtym przypadku, gdzie stosowano dwukrotny
nadmiar substratu aldehydowego w stosunku do O-acetylowanego aminocukru,
takze otrzymywano mieszaniny mono- i dipodstawionych pochodnych, obserwujgc
jednoczesnie wyrazny spadek udziatu produktéw dipodstawionych wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha weglowego aldehydu. W przypadku badan p. Walczewskiej,
stosowany nadmiar aldehydu byt duzo mniejszy, a zalezno$é proporcji produktow
mono do dipodstawionych od dtugosci tancucha aldehydu — nie tak oczywista.
Szkoda, ze Autorka nie pokusita sie o dyskusje, interpretacje, poréwnanie tych
wynikéw, by¢ moze takze z pracami innych autoréw

Podrozdziat 4.11 zawierajgcy opis i dyskusje wynikdow badan nad aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg zwigzkéw otrzymanych przez Doktorantke rozpoczyna sie
krétkim wprowadzeniem zawierajgcym uzasadnienie potrzeby poszukiwania nowych



chemoterapeutykow przeciwdrobnoustrojowych. Pierwsza cze$¢ tego opisu
odnoszgca sie do chemoterapii przeciwgrzybowej zawiera zestawienie rodzajow
stosowanych obecnie lekéw przeciwgrzybowych. Zestawienie to jest jednak
cze$ciowo btedne i niekompletne. Brak w nim bardzo waznej grupy stosowanych w
klinikach antymykotykéw, jakimi sg inhibitory demetylazy lanosterolowej z grupy
pochodnych azoli i triazoli, takich jak Flukonazol, Ketokonazol, czy Worikonazol,
natomiast niektére z wymienionych zwigzkéw, w tym polioksyna, allozamidyna czy
azoksybacyllina, chociaz wykazujg dziatanie przeciwgrzybowe, to nie sg stosowane
w lecznictwie, a wiec nie mozna ich nazywac lekami.

Za niefortunne uwazam umieszczenie w rozprawie wynikow opisanych w
podrozdziale 4.11.2, dotyczgcych dziatania chlorowodorku O3-(2-amino-2—deoksy-B-
D-glukopiranozylo)diosgeniny (zwigzek 11) na kliniczne szczepy bakterii gram-
dodatnich. Sg to wyniki, ktére opisane zostaty uprzednio w publikacji autorstwa
Cirioni i wsp. w Journal of Medical Microbiology z roku 2011. W gronie wspétautoréw
tamtej publikacji nie ma p. Walczewskiej, co wydaje sie sugerowac, ze nie brata Ona
udziatu w badaniach, ktérych wynikiem byta publikacja w J. Med. Microbiol.. W tej
sytuacji, decydujac sie na umieszczenie tych wynikbw w obecnej wtasnej rozprawie
Doktorantka powinna byta poda¢ odpowiedni cytat. Swoja drogg szkoda, ze nie
zostaty zapewne przeprowadzone analogiczne do opisanych w publikacji z J. Med.
Microbiol. badania dotyczgce zwigzkéw 13 i 15 otrzymanych przez Doktorantke, gdyz
ich aktywno$¢ wobec wzorcowych szczepéw bakterii gram-dodatnich jest wigksza,
niz aktywno$¢ zwigzku 11 (Tab. 4.41 z rozprawy), tak wiec i aktywno$¢ wobec
szczepow klinicznych moze by¢ korzystniejsza.

Sporzadzajac spis cytowanej literatury Doktorantka zadbata o jednolity styl
uktadu cytatéw. Cytowane pozycje literaturowe zostaty dobrane w znakomitej
wiekszosci przypadkéw umiejetnie i wiasciwie. Jedyne zastrzezenie mam do poz.
168 z roku 1999, gdyz istnieje wiele prac przeglagdowych znacznie bardziej
aktualnych omawiajgcych problemy chemoterapii przeciwgrzybowe;j

Rozprawa doktorska p. Walczewskiej jest napisana bardzo dobrym jezykiem,
czyta sie jg z przyjemnoscig. Na podkre$lenie zastuguje wysoka jako$¢ edyciji
rozprawy oraz korekty tekstu — zauwazytem jedynie minimalng ilo$¢ btedow
edytorskich.

Mgr Walczewska jest wspoétautorkg jednej wieloautorskiej publikacji w
Carbohydrate Research z roku 2013, zawierajgcej chyba do$¢ niewielkg czes¢
wynikéw badan opisanych w rozprawie doktorskiej. Mam nadzieje, ze najwazniejsze
wyniki, w tym synteza i opis aktywnosci biologicznej N-alkilowych pochodnych
glukozaminozydu diosgenylu zostang wkrétce przedstawione w postaci publikacji w
czasopi$mie naukowym o szerokim zasiegu, bo niewatpliwie sg tego warte.

Analiza tresci przedstawionych powyzej uwag i zastrzezen wyraznie wskazuje,
ze wiekszo$¢ z nich wynika prawie na pewno z niedoktadnosci lub niezrecznosci
opisu, a nie rzeczywistych btedéw. Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona
rozprawa zawiera elementy nowosci naukowej, a moja pozytywna ocena jej
zawartosci sktania mnie do sformutowania wniosku o dopuszczenie p. mgr
Agaty Walczewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

womir Milewski



