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Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej byly wspoétfinansowane ze
Srodkéw Unii Europejskiej w ramach projektow POIG oraz POKL.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Katarzyny Komor ma charakter
klasyczny i sktada sie z krétkiego wstepu, czesci literaturowej, omdwienia wynikdw wiasnych,
podsumowania oraz czesci doSwiadczalnej i spisu literatury (257 pozycji). Ponadto pod koniec roz-
prawy znajduje sie krotki aneks ze wzorami wszystkich zwigzkdw otrzymanych przez doktorantke
jak rowniez wykaz stosowanych skrétow i akroniméw. Uwazam, ze ten ostatni spis jest stanowczo
zbyt rozbudowany. Nie ma bowiem potrzeby definiowania skrotow powszechnie znanych i stoso-
wanych ‘na co dzien’ takich jak np.: Ac, Bn, DMF, DMSO, 'H NMR czy 13C NMR (oraz wiele
innych). W sumie praca liczy 198 stron.

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy byto opracowanie nowych rozwigzan synte-
tycznych przydatnych w konstruowaniu glikozydow o ztozonej budowie. Jak pisze doktorantka:
,.Koncepcja opierata sie na zatozeniu, ze na drodze konwergentnej syntezy mozna uzyskac biblioteke
cukréow i konstruktéw (??) zwigzkéw biologicznie aktywnychTrzeba stwierdzi¢, ze postawione
przed sobg zadanie doktorantka wykonata z powodzeniem.

Weglowodany to, obok biatek i kwasoéw nukleinowych, najbardziej rozpowszechniona
grupa zwigzkdéw naturalnych odpowiedzialnych za rozpoznanie na poziomie komdrkowym. Peinig
one kluczowg role w przekazywaniu sygnatow oraz dziataniu uktadow biologicznych. Dotyczy to
m.in. stanéw zapalnych, adhezji komoérek, a takze infekcji pasozytniczych, wirusowych i
bakteryjnych. Opis mechanizmow niektérych procesow dat przestanki do projektowania i syntezy
skutecznych lekow i stymulowat badania nad petniejszym okresleniem funkcji cukréw w procesach
biologicznych.
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Zaawansowane badania pozwalajgce na okreslenie funkcji biologicznych wymagajg zwykle
dos¢ znacznych ilosci materiatu o bardzo wysokiej czystosci, w szczego6lnosci czystosci diastereo-
izomerycznej. Nie zawsze jest mozliwe uzyskanie wystarczajgco czystych zwigzkow ze zrddet
naturalnych. Istnieje kilka klasycznych juz metod glikozylacji (metoda Garegga, Schmidta czy
Fraser-Reida) pozwalajagcych na otrzymanie pozadanego di- czy oligosacharydu. Wciaz jednak
poszukujemy nowych metodologii pozwalajagcych na dogodna, prostg i efektywng synteze
zwigzkow biologicznie aktywnych, zaréwno tych istniejagcych w Swiecie ozywionym jak rowniez
ich modyfikacji (mimetykdéw).

Ta gatgz chemii weglowodandw - poszukiwanie nowych, efektywnych metod glikozylowa-
nia - jest intensywnie rozwijana w grupie prof. Wiestawa Szeji. Praca mgr Komor sytuuje sie w
tym nurcie i stanowi tworcze rozwiniecie tej tematyki. Praca jest monotematyczng rozprawag
dotyczaca chemii i wkasciwosci bardzo interesujgcej grupy zwigzkow, glikokoniugatéw. Szczegol-
ny nacisk jest potozony na opracowanie nowych metod syntezy takich potgczen w oparciu o
nienasycone cukry.

Przeglad literaturowy opisuje nie tylko chemie cukréw (zarowno prostych jak i bardziej
ztozonych) ale rowniez ich role w procesach biologicznych. Autorka wyczerpujgco omawia reakcje
glikozylowania ktadac nacisk na stereochemie tworzenia nowych wigzan pomiedzy centrum ano-
merycznym jednego partnera i wybrang grupg hydroksylowg drugiego. Omawiane sg reakcje SNL
oraz Sn2 jak rowniez otrzymywanie produktow glikozylacji z glikali. Do$¢ obszernie doktorantka
omawia metody syntezy glikali jak réwniez ich zastosowanie w reakcji Ferriera. Nie bede szcze-
gotowo analizowat tej czesci, gdyz przedstawia ona do$¢ dobrze znane metody poparte wiasciwym
(i ‘obfitym’) cytowaniem Zrédet literaturowych. Cho¢ uwazam, ze cze$¢ literaturowa jest chwilami
zbyt szczegotowa, stanowi ona jednak bardzo dobre wprowadzenie w badania wtasne mgr Komor.
Mam tylko pewne zastrzezenia do rozdziatu 115 (str. 58-60) zatytutowanego: ‘Kataliza przenie-
sienia fazowego.” Ws$rod odnosnikéw literaturowych cytowanych w tym podrozdziale tylko jeden
(nr 208: M. Makosza, I. Krylowa, Tetrahedron, 1999, 6395-6402) odnosi sie do twdrcy metody
PTC prof. Mieczystawa Makoszy. Warto by chyba zacytowal réwniez jeden z przegladow
‘popetnionych’ przez autora tej metodologii.

Doktorantka w ramach swej pracy zajeta sie najpierw syntezg glikali (w tym réwniez
selektywnie zabezpieczonych), ktore stanowity substraty w planowanych syntezach. Wydaje mi sig,
ze ta czeScC jest zbyt szczegOtowa, gdyz te substraty sg znane. Dlatego dziwig mnie stwierdzenia w
czesci ‘omowienie wynikow’ typu: ‘Strukture glikali R2, R3, F5, AS oraz ich czystos¢ potwierdzono
napodstawie analizy widm IH NMR, I3C NMR oraz wyznaczeniu skrecalnosci wtasciwej, ktore byty
zgodne z danymi literaturowymi” (str. 65) czy tez szczegoly eksperymentalne np.: ,,po 1 godzinie
mieszaning reakcyjng zneutralizowano za pomocag kationitu Amberlyst 15 ...” (tez str. 65).

W dalszych krétkich podrozdziatach (lll.1.3 oraz Ill.1.4) doktorantka omawia syntezy
kolejnych substratow pochodnych genisteiny i urydyny. Wiasciwe badania mgr Komor opisuje
dalej poczawszy od rozdz. 111.2 ‘Glikale jako donory glikozylowe\ Nie bede ich szczeg6towo
omawiat; wskaze tylko na najbardziej istotne osiggniecia doktorantki. Wychodzac z acetylowanego
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L-ramnalu (R1) otrzymata ona odpowiednie 2,3-nienasycone cukry R6 (gtownie izomer a), ktore
przeksztatcita w selektywnie blokowane pochodne R8 i R9. Niestety, znéw doktorantka nie unik-
neta podania informacji o szczego6tach eksperymentalnych, np. (str. 71): ,,wykonano i interpreto-
wano widma H NMR oraz 13C NMR

Kolejny rozdziat przedstawia ciekawg przemiane L-ramnalu Rl w di-sacharyd R1l, w
ktorym dwie jednostki 2,3-nienasyconego cukru sg potaczone wigzaniem glikozydowym pomiedzy
anomerycznymi atomami wegla. Propozycja mechanizmu jest przedstawiona w Schemacie 88 (str.
73). Acetylowany L-ramnal R1 ulega najpierw przegrupowaniu Ferriera (z czasteczkg H20) do 2,3-
nienasyconego cukru (RIO), ktéry nastepnie - w reakcji z wyjsciowg czasteczka glikalu RI - daje
disacharyd R1I; temu zwigzkowi przypisano konfiguracje a,a na podstawie widma NMR. Czy
autorka przeanalizowata rowniez (raczej mato prawdopodobng) strukture P,P?? (struktura a,P jest
oczywiscie niemozliwa ze wzgledu na symetrie obserwowang w widmie NMR). Na str. 74 podano
nastepujace dane: 8 = 5.37 ppm; J\ 2= 2.8 Hz co dowodzi, wg doktorantki, konfiguracji a,a dla
RII. Na str. 75 mgr Komor pisze: ,,Na widmie NOESYzwigzku R Il zaobserwowano stabe sygnaty
pomiedzy protonem przy weglu anomerycznym (H-I) aprotonami H-2 i H-5 co wskazuje na utwo-
rzenie diastereoizomeru o konfiguracji «a.*“ Obliczenia wskazaty réwniez, ze w izomerze p,p
odlegtosci H1-H5 oraz H1-H4 sg znaczaco wieksze co wyklucza ten izomer. Jak wiarygodne sg
jednak te dane?. Duzo bardziej czytelna bytaby informacja, ze konfiguracje a dla zwigzku R15
okreSlono za pomocg X-ray (str. 86) i przez analogie (popartg obliczeniami MM2) przypisano
strukture a,a réwniez zwigzkowi R 11,

W dalszej czeSci mgr Komor opisuje syntezy disacharydow o wigzaniu 1,3-O-glikozydo-
wym. Wydajnosci produktow sg bardzo umiarkowane (Tabela 19 str. 80); réwniez selektywnosci
(a,P) pozostawiajg wiele do zyczenia. Dopiero reakcja glikozylowania przeprowadzona w
warunkach PTC znaczaco poprawia te wyniki. Wydajnosci produktéw wynosza ok. 50% i powstaje
W znaczacej przewadze (pozajednym przypadkiem) anomer a (Tabela 23 str. 88).

Otrzymane powyzej prekursory poddano dalszej funkcjonalizacji otrzymujac szereg waz-
nych klas zwigzkow takich jak: 2-deoksy-, 2-deoksy-2-jodo-, 2-amino-2-deoksy-cukry. Otrzymano
rowniez szereg 2,3-anhydrocukréw oraz odpowiednich dioli w reakcjach cis- oraz p-<mv-dihydro-
ksylacji. Te przemiany sg wyczerpujaco omoéwione w rozdz. 1113 oraz 111.4. Uwazam, ze doktoran-
tka otrzymata wartoSciowe wyniki bedacych podstawg do realizacji koncowego celu jakim byta
synteza glikokoniugatow wybranych, biologicznie aktywnych zwigzkow (rozdz. 111.5).

Mgr Komor otrzymata pochodne genisteiny, w ktdérych ten flawonoid jest potgczony tri-
weglowym linkerem z pozycjg anomeryczg cukru (np. RGenl i inne). W podobny sposob otrzy-
mata doktorantka pochodne urydyny (rozdz. 111.6). Obie grupy pochodnych poddano ocenie aktyw-
nosci biologicznej, co jest opisane w podrozdziale 111.5.1.1 i 111.6.2.3. Przeprowadzono badania
mechanizmu hamowania proliferacji komdérek HCT 116 raka jelita grubego wobec otrzymanych
pochodnych genisteiny. Analizowano role réznych podstawnikéw w reszcie cukrowej oraz dodat-
kowego pierscienia epoksydowego w konfiguracji cis lub trans. Przeprowadzone badania wskazaty,



ze niektore glikokoniugaty zawierajgce grupe epoksydowa w czasteczce cukru hamujg proliferacje
komorek nowotworowych przy nizszym stezeniu niz zwigzek wiodacy (Ram-3). Ws$rod nowych
pochodnych, szczeg6lnymi wiasciwosciami odznaczajg sie zwigzki zawierajgce ugrupowanie tert-
butylodimetylosililowe. Silng toksycznoscig charakteryzujg sie zarowno zwigzki zawierajgce
epoksyd (RGeno, RGen9), jak i ich analog nie zawierajgcy pierscienia epoksydowego (RGen3),
ktore indukujg masowg apoptoze komorek juz w pierwszych 24 godzinach od podania badanej
substancji.

Doktadny opis tych doswiadczen znajduje sie w czesci ‘omoéwienie wynikoéw’ (jest rowniez
podany w czeSci eksperymentalnej). Bezosobowa forma opisu moze sugerowac, ze te wyniki
zostaty uzyskane w wyspecjalizowanym laboratorium biochemicznym. Czy tak byto istotnie? Na
podstawie lektury pracy trudno mi to stwierdzi¢, bowiem cata praca jest napisana w formie
bezosobowe;.

Nie bede szczegOtowo omawiat wszystkich osiggnie¢ doktorantki i skoncentruje sie na
uwypukleniu najistotniejszych z nich. Do najwazniejszych osiggniec zaliczam:

*  Wykazanie, ze 2,3:2',3'-di-nienasycone disacharydy zawierajgce wigzanie I,l%a,a-(9-glikozy-
dowe, pochodne bardzo reaktywnych 6-deoksypiranoz, mozna otrzymaé wysoce stereoselektywnie
w reakcji przegrupowania Ferriera. W tym procesie powstajg disacharydy o zdefiniowanej kon-
figuracji a przy centrach anomerycznych obu jednostek cukrowych.

e Zaproponowanie mechanizmu reakcji glikalu z wolng grupg hydroksylowg 3-OH w warunkach
przegrupowania Ferriera, ktora nie prowadzita do oczekiwanego disacharydu o wigzaniu 1,3-0-
glikozydowym lecz do 1,1-disacharydow.

e Opracowanie oryginalnej metody syntezy disacharydéw, w ktorych 2,3-nienasycony cukier
potaczony jest wigzaniem 1,3-O-glikozydowym z czasteczkg cukru 1,2-nienasyconego (glikalu)
oraz zaproponowanie mechanizmu tej przemiany.

»  Opracowanie metody syntezy serii glikokoniugatéw genisteiny bedacych analogami biologicz-
nie aktywnego zwigzku Ram-3.

Moja wysoka ocene pracy mgr Komor obniza nieco troche ‘niefrasobliwy’ opis. Przede
wszystkim w czesci ‘omdwienie wynikow’ podanych jest bardzo wiele szczegdtow eksperymen-
talnych, ktore na pewno nie utatwiajg Sledzenia toku rozprawy. Przyktadowo (str. 65) jest nastepu-
jacy akapit: ,,Wpierwszym etapie przeprowadzono hydrolize estrowych grup ochronnych glikalu
metanolanem sodu w metanolu. Po 1 godzinie mieszaning reakcyjng zneutralizowano za pomocg
kationitu Amberlyst 15 i po odsgczeniu jonitu zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastepnie
odbezpieczony glikal poddano reakcji alkilowania bromkiem benzylu wobec NaH w DMF. Po 5
godzinach produkt reakcji wydzielono metoda ekstrakcji do octanu etylu oraz oczyszczono metodg
chromatografii kolumnowej otrzymujgc glikal R5 z wydajnoScia 75% w postaci bezbarwnego
syropu, ktorego czysto$¢ potwierdzono przez poréwnanie z danymi literaturowymi.” Co te
szczegoty wnoszg w czesci opisujgcej badania wasne??



Znaczna czeS¢ otrzymanych zwigzkow nie jest w peini poprawnie scharakteryzowana. Brak
jest oznaczen analizy elementarnej potwierdzajgcej czystoS¢ produktow; w takich przypadkach
nalezy podawac¢ wartosci uzyskane w HRMS a tych czesto brak. Podawane sg tylko dane z LRMS,
lub w ogole brak wynikow analizy ms (np. R4, R6a i R6(3, R7-R9). Ponadto wydaje mi sie, ze
niektore preparatyki powszechnie znanych zwigzkow, ktore nie proponujg zadnych zmian w
stosunku do tych opisanych w podrecznikach, powinny by¢ pominiete [np. odbezpieczenie handlo-
wego tri-O-acetyloglukalu (G1) w warunkach Zemplena (str. 130) i tym podobne]

Kilka uwag szczegotowych:

» Zwigzek przedstawiony na rys. 4 (str. 37), neodysiherbaina, jest pochodng L-aminokwasu.
Dlaczego zatem zwigzek 34 w Schemacie 33 (str. 37) zatytutbowanym ‘Fragment syntezy 10-
hydroksymetylo-neodysiherbainy A’ ma konfiguracje D- we fragmencie aminokwasowym?

* Nieprecyzyjne jest stwierdzenie (str. 14): ,,Ze wzgledéw termodynamicznych czesto prefero-
wany jest atak z utworzeniem produktu o konfiguracji a. Jest to spowodowane tak zwanym efektem
anomerycznym, ktory polega na utworzeniu produktu o nizszej energii, a zatem bardziej stabil-
nego.” Efekt anomeryczny nie polega na tworzeniu produktu o nizszej energii, tylko ten produkt
powstaje dzieki istnieniu tego efektu.

* W opisie niektorych zwigzkow sg bardzo duze rozbieznosci pomiedzy danymi zmierzonymi
przez doktorantke a literaturowymi. Np. (str. 127) dla zwigzku R2 podano nastepujace dane: [a]o-
+ 29.9 (c 0.67, CHCI3); lit.: [a]Jo = + 55.77 (c 1.15, AcOEt). Jeszcze wieksza rdznica jest dla
zwigzku F4. Czyzby zmiana rozpuszczalnika skutkowata az tak wielka réznicg? Chyba nie, gdyz
dla zwigzku R3 (str. 128) skrecalno$¢ zmierzona przez mgr Komor w chloroformie jest identyczna
jak literaturowa, zmierzona w octanie etylu.

* Autorka uzywa czesto dos¢ dziwnych tworéw jezykowych jak np. wielokrotnie powtarzane
stowo konstrukt; wg stownika jezyka polskiego stowo konstrukt oznacza (w filozofii) logiczny
wytwor umystu. Inne dziwne okreslenia to ‘lipofilne’ (chyba lipofilowe?) czy grupa nieparty-
cypujaca (powinno by¢ nieuczestniczgca).

» Co to sg ‘widma spektroskopowe’?? (spectrum = widmo)

Mgr Komor pisze prace doktorskg w formie bezosobowej. Np. ‘zdecydowano sie¢ na zmiang
katalizatora’ ‘wykorzystano glikol z wolng allilowg grupa. ’ itd.

Mimo tych raczej drobnych (poza moze niepeing charakterystyka produktow) uwag pole-
micznych prace mgr Katarzyny Komor oceniam bardzo pozytywnie. Osiagneta ona wiele
wartosciowych wynikow poszerzajagcych naszg wiedze w chemii cukréw. Podsumowujac
stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie duzg pracowitoscig, inwencjg naukowg i dociekliwoscig.
Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia wszelkie warunki ustawy i
wnosze o0 dopuszczenie magister inz. Katarzyny Komor do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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