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Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej byly wspotinansowane ze $rod-
kéw Unii Europejskiej w ramach projektu POIG.01.01.02-14-102/09-06: ,.Cukry
Jako surowce odnawialne w syntezie produktéw o wysokiej wartosci dodanej”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Darii Grzywacz ma charakter klasyczny i sklada
si¢ z czgsci literaturowej (55 stron), krétkiego rozdziatu przedstawiajgcego cel pracy (1,5 strony; ten
rozdzial moim zdaniem powinien znalez¢ si¢ na poczatku rozprawy a nie po ‘czesci literaturowe;j’) i
omowienia wynikow wlasnych, obejmujacych zaréwno synteze zwiazkéw jak ich badania biolo-
giczne. W tej czgsci znalazly sig réwniez tabele widm MS i NMR, ktore przeciez powinny byé
umieszczone w nastepnym rozdziale ,,czes¢ doswiadezalna”. Rozprawe zamyka podrozdziat podsu-
mowujacy wyniki uzyskane przez doktorantke oraz jej dorobek naukowy i spis cytowanej literatury
(197 pozycji). Na samym poczatku tej pracy znajdujemy aneks zatytutowany: *spis uzytych skrotow’.
Taki przypis jest bardzo przydatny, jednakze autorka nie powinna podawac¢ tak oczywistych skrotow
jak np. benzyl (Bn), benzoil (Bz), DMF (dimetyloformamid), czy tez HSQC, lub HSBC. Tych ‘oczy-
wistych oczywistosci’ jest tu, niestety, zdecydowanie wigce;.

Cel pracy (podany dopiero na str. 75, po czgsci literaturowej) dotyczy poszukiwania semi-syntetycz-
nych pochodnych z grupy saponin, ktore mogg posiada¢ interesujace wlasciwosci biologiczne. Sapo-
niny s3 to glikozydy zbudowane z dwéch czgéci: hydrofobowego aglikonu (sapogeniny) oraz hydro-
filowej czgsci cukrowej. Wykazujg one dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i stanowig doskonatg pod-
stawe do projektowania nowych substancji czynnych. W zaleznosci od rodzaju sapogeniny, saponiny
dzielimy na trzy typy: triterpenoidowe, steroidowe, oraz zasadowe steroidowe. Saponiny wykazuja



zdolnos¢ obnizania napigcia powierzchniowego roztwordw wodnych; pienig si¢ w wodzie jak mydto.
W przeszloscei, rodliny bogate w saponiny stosowano jako namiastke mydta.

Doktorantka postanowila zajaé si¢ w swojej pracy doktorskiej glikozydami (konkretnie pochodnymi
glukozaminy) diosgenylu. Plan badawczy doktorantki obejmowat przeprowadzenie syntez glukoza-
minozydow diosgenylu, zbadanie ich aktywnosci biologicznej, oraz okreslenie profilu SAR (Structure
Activity Relationship).

W czesci literaturowej Doktorantka opisuje naturalne saponiny, ich wystepowanie, wiasciwosci oraz
metody ich otrzymywania. Autorka opisuje réwniez wyczerpujaco aktywnosé przeciwbakteryjng ta-
kich zwiazkow wyrazajgca si¢ m.in. hamowaniem wzrostu bakterii, zaréwno Gram-dodatnich jak i
Gram-ujemnych. Odnosze wrazenie, ze Doktorantka chwilami podaje jednak nadmiar szczegélo-
wych informacji. Duzo miejsca — co nie jest dziwne, bowiem dotyczy to bezposrednio pracy doktor-
skiej — mgr Grzywacz po$wigcea sapogeninom steroidowym, ich budowie i stereochemii.

Dlaczego zainteresowania Doktorantki skupily sie na diosgeninie jako sktadniku sapogeninowym?
Otoz — jak zaznacza na str. 51 i dalszych — diosgenina znana jest z wlasciwosci przeciwzapalnych i
przeciwutleniajacych i moze by¢ wykorzystana w leczeniu wielu chordob. Wykazuje aktywno$¢ anty-
proliferacyjng wobec komorek réznego typu raka (np. raka zotadka czy przewleklej biataczki szpi-
kowej). Jest takze bardzo cennym poétproduktem w przemysle farmaceutycznym, wykorzystywanym
m.in. do otrzymywania progesteronu na skale przemystowa. Na str. 52 (Rys. 24) Doktorantka przed-
stawia schematycznie roznoraka aktywnos¢ biologiczng diosgeniny (dokumentowang w odn. [128]).
Jak wida¢, znaczenia diosgeniny nie mozna przeceni¢; wykazuje ona aktywnos¢ cytotoksyczng,
dziata na uklad odpornosciowy, wplywa na procesy metaboliczne, czy poziom glukozy we krwi. Jak
zaznacza Doktorantka na str. 53 (rozdz. 1.4.3.) glikozydy, w ktdérych aglikon stanowi diosgenina, sg
najliczniejsza grupa naturalnych saponin steroidowych. Na kolejnych stronach mgr Grzywacz oma-
wia naturalne saponiny na bazie diosgeniny, ich wystepowanie, wiasciwosci i zastosowanie. Che-
miczna synteza takich saponin polega na utworzeniu wigzania glikozydowego pomiedzy akceptorem
glikozydu (tu diosgening) oraz donorem glikozydu (np. bromkiem glikozylowym). W reakeji gliko-
zydowania moze powstawac¢ mieszanina anomerdw o/p; nalezy zatem tak prowadzi¢ przemiane aby
otrzyma¢ jeden z izomerdéw z jak najwyzsza stereoselektywnoscia. Obecnie istniejg metody pozwa-
lajgce na synteze¢ pozadanego anomeru, jednak w przypadku bardziej ztozonych czasteczek selekcja
moze nie by¢ zadowalajaca. W rozdziale 1.5.1. Doktorantka przedstawia znane literaturowo strategie
syntezy saponin przy zastosowaniu ‘klasycznych’ donorow glikozylowych: halogenkdéw, tioglikozy-
dow oraz imidanow. Lektura tego, nieco zbyt rozbudowanego rozdziatu, stanowi dobre wprowadze-
nie w badania wlasne Doktorantki.

Opis badan wlasnych Doktorantki zaczyna si¢ na str. 78. Plan syntetyczny recenzowanej pracy przed-
stawial si¢ nastepujaco: 1) synteza donora glikozylowego z D-glukozaminy; 2) reakcja jego sprzega-
nia z diosgenina; 3) usunigcie oston w tak przygotowanym glukozaminozydzie diosgenylu. Jest to
przedstawione w Schemacie 21 na str. 21.



Opis jednak pierwszych przemian prowadzacy do zwigzku 2 lub 7 (atom azotu jest zabezpieczony
grupg NCTP lub NHTroc) jest niezbyt jasny i dopiero po dtuzszej analizie mozna doj$¢ do wniosku,
ze warunki a; dotycza analogu 2 (atom azotu zabezpieczony grupg TCP) a a2 zwigzku 7 (blok Troc).

Po pomyslnej syntezie zabezpieczonych peracetylowanych pochodnych glukozaminy (2 i 7) Dokto-
rantka przeprowadzita je w odpowiednie bromki glikozylowe dziataniem czterobromku tytanu.

Co ciekawe, doktorantka zaobserwowala zardwno anomer a- jak i - zwigzku 3, co udokumentowane
jest obecnoscig odpowiednich sygnalow w widmie "H NMR (str. 80; 8 = 6,26 ppm d; J = 3,6 Hz, oraz
0 =6,46 J= 8,8 Hz). Powstawanie izomeru 3- jest raczej nieoczekiwane, gdyz - ze wzgledu na bardzo
silny efekt anomeryczny - zwykle tworzy si¢ wylacznie o-bromoglukoza. Za obecnos$é B-bromku
odpowiada prawdopodobnie efekt steryczny wynikajacy z obecnosci bardzo duzego podstawnika na
atomie azotu. Bromek 7 natomiast (niezbyt rozbudowana przestrzennie grupa Troc na atomie azotu)
byl czystym anomerem «-, co wydaje sie potwierdzac te hipoteze. Doktorantka tylko przytacza te
dane cho¢ powinna réwniez opatrzy¢ je krotkim komentarzem.

Kluczowa reakcja syntezy saponin diosgenylowych polegata na glikozydowaniu diosgeniny odpo-
wiednim bromkiem (3 lub 8). W obu przypadkach powstawaly oczekiwane glikozydy o konfiguracji
B- z bardzo dobrymi wydajnosciami (80 i 83%). Kolejny etap to usunigcie grup ochronnych. I tak
potraktowanie obu zwiazkdéw hydrazyng prowadzi do w pelni odblokowanej pochodnej 5 natomiast

usunigcie grupy ochronnej z atomu azotu z pozostawieniem grup octanowych (= 10) jest dokonane
w warunkach redukcyjnych (Zn-Cu, AcOH).

Po pomyslnej syntezie glikozydu diosgenylu §, Doktorantka przystapita do realizacji finalnego etapu,
tj. syntezy N-chronionych pochodnych 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozylu diosgeniny (11-21).
Polegat on na reakeji w pelni odblokowanego glikozydu diosgeniny 5§ z rdznymi aminokwasami (gli-
cyng, sarkozyna, L- i D-alanina, L-seryna, L-treoning, L-proling, L-metionina, L-lizyna, oraz dipepty-
dem L-Ala- L-Ala). Wigkszos¢ z tych aminokwaséw byta chroniona grupa Fmoc. Reakcje prowa-
dzono w obecnosci srodkow sprzegajacych, z ktorych najlepszy okazat sie HOBt. Po usunieciu za-
bezpieczenia Fmoc, Doktorantka otrzymala docelowe modyfikowane saponiny 22-31 z odblokowa-
nymi wszystkimi grupami funkcyjnymi. Otrzymata réwniez pochodne, w ktérych atom azotu czesci
glukozaminowej byl podstawiony nie aminokwasami a hydroksykwasami (zwigzki 32-34).

Na stronach 91-94 opisane sa nieudane proby funkcjonalizacji 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopirano-
zylu diosgenylu (5) na atomie azotu, przez sprzgganie z pochodnymi kwasow glukonowych (np.
kwasu 38). Udalo si¢ jednak zrealizowaé te przemiang jesli w miejsce odbezpieczonego glikozydu 5
uzyto jego per-acetylowej pochodnej 8. Jednak autorka nie mogla przeprowadzi¢ deprotekeji tego
zwiazku gdyz otrzymata go w bardzo niewielkich ilosciach.

Badania biologiczne zostaly wykonane dla wyjsciowego chlorowodorku glukozamidu diosgenylu,
jedenastu pochodnych aminokwasowych (14, 22-31) oraz trzech pochodnych N-hydroksy-kwaso-
wych (32-34) na dziesigciu szczepach referencyjnych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, a
takze na dwoch szczepach referencyjnych grzybow.



Doktorantka przedstawia szczegdélowo wartosci MIC (Tabela 15 str. 98) oraz aktywno$¢ hemoli-
tyczng (wykres 1; str. 99). Te badania — jak przypuszczam — byly wykonywane nie przez autorke (co
jest absolutnie zrozumiale), gdyz ten rozdziat jest pisany w formie bezosobowej (‘badania zostaly
wykonane’ itp.).

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan biologicznych Doktorantka stwierdzita, ze nieaktywne
wobec bakterii Gram-dodatnich sg pochodne, w ktoérych do atomu azotu glukozaminy zostaly przy-
taczone acetyloglicyna (14), dipeptyd L-ala-L-ala oraz kwas glikolowy, L-mlekowy i L-glicerynowy
(32-34). Natomiast najwyzsza aktywnos¢ wobec tych bakterii wykazywaty pochodne 23, 25, 26, 29
1 30. W konkluzji tego rozdzialu Doktorantka zaznacza, ze wydtuzenie lancucha podstawnika amino-
wego nie jest korzystne dla dzialania przeciwdrobnoustrojowego. Wyjatkiem jest pochodna 30 wy-
kazujgca wysokg aktywno$¢ mikrobiologiczna; niestety, jest ona silnie toksyczna.

Czegs¢ eksperymentalna rozpoczyna opis syntez pochodnych glukozaminy tj. potproduktéw uzytych
pdznie] w syntezie saponin (zwigzki 1a, 2 i 3). Opis jest doktadny, jednakze Doktorantka nie podaje
zadnych danych pozwalajgcych potwierdzi¢ strukture otrzymanych potproduktow. Oczywiscie sa one
znane i ‘uzywane na co dzien” w jej laboratorium ale warto by poda¢ odnosnik literaturowy opisujgcy
te pochodne.

Otrzymany bromek glikozylowy 3, Doktorantka poddata katalizowanej przez triflan srebra reakcji z
diosgening otrzymujac N-blokowana saponing 4. Po usunigciu grup blokujacych za pomocg hydra-
zyny powstawala calkowicie odblokowana saponina 5, ktora nastepnie zostata poddana reakcji z roz-
nymi aminokwasami co doprowadzito do zwiazkéw 11-21 str. 132 i nastepne). Usuniecie grup blo-
kujacych atom azotu w czesci aminokwasowej doprowadzito do zwiazkéw 22-34. Doktorantka w
sposob dos¢ wybidrezy charakteryzuje produkty tych reakcji. Saponiny w formie blokowanej
(zwigzki 11-21) sg scharakteryzowane za pomocg spektrometrii mas; nie znalaztem widm NMR dla
tych zwigzkéw (z wyjatkiem zwiazku 14). Saponiny w formie nieblokowanej (zwiazki 22-34) maja
juz pelna charakterystyke widmowg. Nie znalazlem ani jednego wyniku analizy elementarnej co nie
pozwala mi wysnu¢ wniosku na temat czystosci produktéw (tym bardziej, ze brak jest rowniez ska-
néw widm NMR). Mimo, iz zwiazki sa (a przynajmniej powinny by¢) optycznie czyste nie podano
réwniez oznaczen skrecalno$ci wlasciwej.

Tabela 18 prezentujaca dane widm MS (str. 105; rozdziat 3.5) zawiera nieprawidtowe dane. Autorka
myli dwie rézne rzeczy. Masa rzeczywista zwigzku uwzglednia izotopy ($cislej: zawarto$¢ izoto-
powa) pierwiastkow i nie jest tozsama z masg mierzong w spektrometrii mas! Tu uwzgledniamy wy-
tgcznie struktury izotopowo czyste, zawierajace atomy: *C, 'H, oraz N. Przykladowo, zwiazek 16
o wzorze sumarycznym CsiHggsN20O10 ma rzeczywiscie mase 869,11 (obliczong a nie jak pisze Dok-
torantka teoretyczng), ale nie mozna jej poréwnywaé z masa zmierzong w spektrometrii mas!. Tu
bowiem trzeba uwzgledni¢ mase zwigzku izotopowo czystego “Csi'Hes!*N2'%010 (868 D). Tylko
wtedy dane podawane przez Doktorantke sa spdjne. Zaobserwowane przez nig sygnaly (m/z) = 869.4;
891,4; oraz 907.4 odpowiadaja jonom: M+H; M+Na; M+K; te moje uwagi dotycza wszystkich zwiaz-



kéw 11-21. Dziwne, ze doktorantka nie zwrdcita na to uwagi. Wiadomo przeciez, ze masa (w spek-
tromelrii mas) zwigzkow zawierajacych parzysta liczbe atoméw azotu jest parzysta. Co ciekawe na-
stgpna Tabela (nr 19; str. 106) podaje juz prawidtowe masy dla zwiazkow 22-34.

Na stronie 143 autorka opisuje preparatyke otrzymywania zwigzku 24 polegajaca na usunieciu za-
bezpiecze Fmoc z 13. Tymczasem narysowane przez nia zwiazki 13 i 24 sa identyczne. Jest to ty-

powy blad komputerowy: autorka zapomniata usuna¢ grupy Fmoc w skopiowanym wzorze i zastapié
je atomami wodoru.

Doktorantka zrealizowala synteze kilkunastu saponin diosgenylowych i okrelila ich wlasciwosci
biologiczne. Osiggneta ona wartosciowe wyniki poszerzajace nasza wiedze w chemii saponin. Cho¢
syntezy wszystkich saponin wygladaja na raczej standardowe to wymagaty duzej wiedzy i zrecznosci
manualnej. Podsumowujac stwierdzam, ze doktorantka wykazala si¢ pracowitoscia oraz inwencja
naukowg. Mimo wskazanych bledéow oraz uwag polemicznych, prace mgr Darii Grzywacz oceniam
pozytywnie.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spelnia wszelkie warunki ustawy i wnosze o dopusz-
czenie magister Darii Grzywacz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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