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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Agaty Walczewskiej pt.
Synteza i wlasciwosci biologiczne N-podstawionych pochodnych
o’ -(2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Cukréw pod opieka $p. prof. dr. hab.
Andrzeja Wisniewskiego i prof. UG, dr hab. Beaty Liberek (od stycznia 2014), przy
wspétpracy z dr. Henrykiem Myszka.

Saponiny s3 zwigzkami, ktére zawieraja w swojej strukturze cze$¢ aglikonu
(sapogeniny) i glikonu (cukru). Ich nazwa pochodzi od taciniskiego stowa sapo,
oznaczajgcego mydlo, co zwigzane jest z wlasciwo$ciami do tworzenia piany
w kontakcie tych substancji z woda. Cze$¢ cukrowa saponiny zbudowana jest z 1-5
monosacharydéw, natomiast aglikon ma charakter sterolowy lub tréjterpenowy.
Z farmaceutycznego punktu widzenia jedng z najwazniejszych sapogenin steroidowych
jest diosgenina. Wrykazuje ona wlasciwosci przeciwzapalne oraz aktywno$é
cytotoksycznag w stosunku do komoérek nowotworowych, ale co najwazniejsze jest
bardzo dogodnym pétproduktem do syntezy kortykosteroidéw i hormonéw piciowych.

Saponiny wykazuja wlaSciwosci pienigce 1 emulgujace, wlasciwosci
farmakologiczne, lecznicze i hemolityczne, jak réwniez witasciwosci cytotoksyczne,
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i owadobdjcze. Szczegélnie aktywnosé
cytotoksyczna i wiasciwosci antyseptyczne budza duze nadzieje, poniewaz saponiny

stanowia jedna z alternatywnych grup zwigzkéw o potencjalnych mozliwosciach



zastosowania zaréwno w terapii przeciwnowotworowej, jak i w terapii
przeciwbakteryjnej w zwigzku z szybko wzrastajacg liczbg szczepow bakterii opornych
na antybiotyki.

Saponiny izolowane sg glownie z roélin jednolisciennych. Proces wyodrebniania
jest utrudniony ze wzgledu na ich stosunkowo niewielka zawarto$¢ oraz koniecznos¢
stosowania wieloetapowych proceséw i réznych technik separacyjnych do otrzymania
czystych zwigzkéw. Alternatywe stanowi synteza chemiczna, ktéra nie tylko umozliwia
otrzymywanie wigkszych iloSci czystych zwiazkéw, ale pozwala na otrzymywanie
nowych pochodnych, czgsto o ,lepszych” whasciwosciach biologicznych.

Biorac pod uwage powyzszy wstep nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze tematyka

badawcza podjeta przez mgr. Walczewska jest jak najbardziej aktualna i potrzebna.

Rozprawa doktorska zajmuje 95 stron i zostata podzielona w spos6b typowy
dla prac z zakresu nauk przyrodniczych. '

W rozdziale Cze$¢ literaturowa Doktorantka przedstawita szczegbtowy opis
wigzan  glikozydowych,  metod syntezowania  glikozydéw,  antybiotykow
aminoglikozydowych oraz lekoopornosci.

W rozdziale Cel pracy Kandydatka krotko opisala budowe i biologiczne
wiasciwoéci saponin steroidowych, w ktérych hydrofobowy aglikon stanowi diosgenina
oraz sprecyzowala szczegétowe cele planowanych badan.

Rozdzial Cze$¢ doswiadczalna moze by¢ umownie podzielona na trzy czesci.
W pierwszej z nich Mgr Walczewska ogélnie opisata przygotowanie odczynnikéw,
techniki chromatograficzne wykorzystywane do monitorowania przebiegu reakcji oraz
wydzielania i oczyszczania otrzymanych zwigzkéw, a takze techniki spektroskopowe
(IR, MS, NMR) i optyczne (polarymetria) wykorzystywane do potwierdzenia/ustalenia
struktury chemicznej otrzymanych pochodnych. W drugiej czesci Doktorantka
szczegbtowo opisuje procedury syntezy i oczyszczania poszczegblnych pochodnych,
natomiast w trzeciej - badania biologiczne, przeprowadzone na Wydziale
Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz w Instytucie Choréb
Zakaznych i Zdrowia Publicznego w Ankonie (Wtochy), ktérym zostaly poddane
otrzymane pochodne diosgeniny.



W rozdziale zatytutowanym Dyskusja wynikéw Doktorantka szczegétowo opisuje
interpretacje widm IR, NMR i MS, wykorzystanych do potwierdzenia/ustalenia struktury
wszystkich otrzymanych pochodnych:
1,3,4,6-tetra-0-acetylo-2-deoksy-2-(3,4,5,6-tetrachloroftalimido)-a,8-p-glukopiranozy (3)
Bromek 3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-tetrachloroftalimido-a,B-D-glukopiranozylu (4)
Chlorek 3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-tetrachloroftalimido-B-D-glukopiranozylu (5)
03-(3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-tetrachloroftalimido-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (6)
03-(2-amido-2-deoksy-f-D-glukopiranozylo)diosgeniny (7)
03-(2-deoksy-2-etyloureido-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (8)
03-(2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (9)
03-(2-deoksy-2-trifluoroacetamido-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (10)
Chlorowodorek 03-(2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (11)
03-(2-deoksy-2-dimetyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (12)
03-(2-deoksy-2-etyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (13)
03-(2-deoksy-2-dietyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (14)
03-(2-deoksy-2-propyloamino-B-p-glukopiranozylo)diosgeniny (15)
03-(2-deoksy-2-dipropyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (16)
03-(2-deoksy-2-dibutyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (17)
03-[2-deoksy-2-di(3-metylobutylo)amino-B-D-glukopiranozylo]diosgeniny (18)
03-(2-deoksy-2-pentyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (19)
03-(2-deoksy-2-heksyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (20)
03-(2-deoksy-2-diheksyloamino-B-D-glukopiranozylo)diosgeniny (21)

Interpretacja zarejestrowanych widm oraz zestawienie w formie tabelarycznej
odczytanych z nich parametréw (przesunigcia chemiczne, state sprzezenia, masy
czasteczkowe) nie budza wigkszych zastrzezen. Ponadto w czesci tej, Kandydatka
omawia istotne zagadnienia zwigzane z syntez3 i otrzymanymi pochodnymi np. wybér
grupy ochronnej, mechanizm reakcji glikozylowania, wydajno$é reakcji, okre$lenie
konfiguracji anomerycznej, czy ustalenie konformacji pierscienia cukrowego.

Bardzo ciekawym fragmentem pracy doktorskiej jest opis wynikéw badari
biologicznych. Okazato sie, ze sposréd otrzymanych pochodnych najsilniejsze dziatanie
przeciwgrzybiczne wykazuje zwigzek 11 (chlorowodorek) oraz pochodne 12 (N,N-
dimetylowa), 13 (N-etylowa), 14 (N,N-dietylowa, 15 (N-propylowa) i 16 (N,N-
dipropylowa). Praktycznie te same zwiazki (z wyjatkiem 14) wykazujg silne dziatanie



przeciwbakteryjne wzgledem referencyjnych bakterii Gram-dodatnich. Natomiast
nie stwierdzono praktycznie zadnej aktywno$ci biologicznej wzgledem szczepow
referencyjnych bakterii Gram-ujemnych. Ponadto w wyniku badan chlorowodorku (11)
wzgledem tzw. szczepow bakterii klinicznych, stwierdzono, ze w wielu przypadkach
wykazuje on aktywno$¢ poréwnywalng, a w niekt6rych przypadkach nawet lepsza od
powszechnie stosowanych antybiotykow.

Rozdziat Podsumowanie uwypukla najistotniejsze osiagnigcia rozprawy -
otrzymanie szeregu Ww. pochodnych diosgeniny, 2 ktérych kilka wykazuje bardzo
wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjna (przeciwko bakteriom Gram-dodatnim)
i przeciwgrzybiczna. Doktorantka trafnie konkluduj¢ ten rozdziat stwierdzeniem
dotyczacym zsyntezowanych zwiazkéw, ktére przytaczam w wersjg skréconej:
,stanowiag one dobra matryce do konstrukcji efektywnych... preparatow
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznyc a

Rozprawe koriczy rozdzial Literatura cytowana obejmujaca 169 pozycji.

Praca jest bardzo starannie i przejrzyScie przygotowana pod wzgledem
jezykowym i edytorskim, aczkolwiek Doktorantka nie ustrzegta sie kilku usterek.

e W nawigzaniu do zacytowanego powyzej fragmentu rozdziatu Podsumowanie
,stanowig one dobra matryce do konstrukcji efektywnych i bezpiecznych
preparatéw przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych” nasuwa sie pytanie -
jak nalezy rozumie¢ sformutowanie ,bezpiecznych preparatéw”?

e Brak konsekwencji w Wykazie stosowanych skrétéw. Niektore typowo
anglojezyczne skroty wyjasnione s3 tylko po polsku (np. MBC, MIC), inne
po polsku i angielsku (np. CFU, LG) a jeden z nich tylko w szczatkowej formie
angielskiej (MALDI-TOF-MS).

e W pracy brakuje krétkiego, klasycznego Wstepu, w ktérym Doktorantka ogélnie
zarysowataby zakres badat na tle aktualnego stanu wiedzy. Czytelnik, dopiero po
zapoznaniu si¢ z wprowadzeniem do rozdziatu Cel pracy i postawionymi celami
szczegbtowymi, pojmuje sens zawartoéci rozdziatu Cze$¢ literaturowa
i planowanych badan. Moim zdaniem uproszczone wprowadzenie do rozdziatu
Cel pracy bytoby doskonalym wstepem do catej pracy.

e Brak konsekwencji w cytowaniu odnoénikéw literaturowych w  tekscie.

Przyktadowo na str. 12 w odnoéniku 13 jest Plusquellec i wsp., a powinno by¢



Ferrieres i wsp. (podaje sie pierwszego autora). Z kolei na str. 20 jest juz
prawidlowo - Hanessien i wsp. oraz Woodward i wsp. Na str. 16 w odnos$niku 28
jest Hotha i wsp. a powinno by¢ Sureshkumar i Hotha, podobnie na str. 28
Danishefsky i Bilodeau (jezeli jest dwéch autoréw to podaje si¢ obu). Na str. 33
odnoénik 110 jest inny niz w rozdziale Literatura cytowana.

e Dlaczego do badan biologicznych na szczepach klinicznych bakterii wykorzystano
tylko zwigzek 11, pomimo tego, ze dla kilku innych pochodnych uzyskano
réwniez bardzo obiecujace wyniki badan na szczepach referencyjnych?

e W rozdziale Dyskusja wynikéw wszystkie litery D oznaczajace przynaleznos¢ do
szeregu konfiguracyjnego powinny by¢ pisane ,matymi wielkimi literami”
(mniejsza czcionka).

e Czy mozliwe jest, zeby przesuniecia chemiczne atoméw wegla 13C a i § anomeréw
zwigzku 3 byty takie same? (str. 58 - tabela 4.4 oraz wiersze 4-5).

e Dobrze bytoby poda¢ przesunigcia chemiczne wszystkich protonéw diosgeniny
przynajmniej dla jednej otrzymanej pochodnej np. zwigzku 6 (strona 63-64),
podobnie jak zrobiono dla przesunie¢ chemicznych wszystkich atoméw wegla
tego zwigzku.

e (Czy przesuniecia chemiczne atoméw wegla grup CHz potaczonych bezposrednio
z atomem azotu w zwigzkach 17-21 nie s3 przesuniete w kierunku wyzszych
warto$ci przesunie¢ chemicznych? Taka prawidlowo$¢ zaobserwowano dla
zwigzkéw 13-16!7? (str. 75, przedostatni akapit).

e Drobne uwagi, m.in. na str. 9 skrét dla reszty glukozy powinien by¢ Glc zamiast
Glu; na str. 20 powinno by¢é Woodward; na str. 26 w odno$niku 69 powinno by¢
Friesen’a i Danishefsky’ego; na str. 38 powinno by¢ ewerninomycyna; na str. 45
bezpieczniej uzy¢ ,spektrometru mas” zamiast ,spektrometru masowego”; na str.
48 zamiast ,punkt 3.5a"” powinno by¢ ,punkt 3.5.1"na str. 68 i 71 ,widmo/widma
mas” zamiast ,widmo/widma masowe”; str. 88 punkt. 1 - uzyskano tylko 8

anomer chlorku.

Wszystkie powyzsze uwagi maja przede wszystkim charakter dyskusyjny i nie

pomniejszajg wartosci poznawczej i potencjalnie aplikacyjnej rozprawy.



W podsumowaniu chce podkre§lié, ze praca jest warto$ciowa, zostala
prawidlowo zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wklad do wiedzy
o pochodnych diosgeniny i ich potencjalnym przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybicznym
wykorzystaniu. Doktorantka wykazata si¢ znajomoscig pi$miennictwa, ktére jest
prawidiowo wykorzystane, opanowata wiele metod syntezy, sprawnie postuguje si¢
technikami separacyjnymi i spektroskopowymi, jako narzedziami niezbednymi do
wyizolowania otrzymanych pochodnych a nastepnie okreslenia ich struktury
chemicznej. Dowodzi to swobodnego poruszania si¢ w omawianych zagadnieniach

i dobrego opanowaniu warsztatu badawczego.

Na dorobek mgr Agaty Walczewskiej sktada sie 1 artykut opublikowany
w czasopi$émie z listy JCR, 2 artykuly opublikowane w materiatach pozjazdowych
(Na Pograniczu Chemii i Biologii) oraz 7 doniesiefi na konferencjach krajowych

i zagranicznych.

Reasumujac, przediozona mi do oceny rozprawa doktorska speinia ustawowe
(Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku) oraz zwyczajowe kryteria stawiane

rozprawom doktorskim.

Whioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie

mgr Agaty Walczewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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