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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Romana Komora pt.

” Badania nad syntezq i wstepng oceng wlasciwosci biologicznych glikokoniugatéw, pochodnych
nukleozydow”

wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii
Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej
pod kierunkiem profesora Wiestawa Szeji
promotor pomocniczy: dr inz. Gabriela Pastuch-Gawolek

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej byty wspotfinansowane ze
$rodkow Unii Europejskiej w ramach projektéw POIG oraz POKL.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr. Romana Komora ma charakter klasyczny i
sktada sie z krotkiego wstepu, czgsci literaturowej, omowienia wynikdw wiasnych, podsumowania
oraz czesci doswiadczalnej i spisu literatury: az 454 pozycje !!! Czy naprawde wszystkie pozycje sg
konieczne? Czy doktorant je starannie przeczytat i przeanalizowal? Moge mie¢ pewne watpliwosci:
np. na str. 15 znajdujemy nastgpujacy tekst: ,,Boons i wsp. opracowali metode wykorzystujgcq gru-
py zabezpieczajgce pozycje C-2, ktore zdolne sq do wywolania efektu grupy partycypujgcej prowa-
dzqgcej do otrzymania 1,2-cis glikozydéw.” ™ W trakcie aktywacji donora podstawnik (S)-fenylo-
tiometylobenzylowy w pozycji C-2 atakuje jon oksokarbeniowy z utworzeniem stabilnego bicyklicz-
nego uktadu trans-dekaliny wymuszajgc atak akceptora od dotu pierscienia.” Cytowane odnosniki
[41-43] nie do konca sg wiasciwe. Odn. [41] (ACIE, 2005) dotyczy kwasu migdatowego (a nie resz-
ty fenylotiometylobenzylowej) a odn. [43] (OL) pochodzi nie z roku 2010 tylko 2011. Cata rozpra-
wa doktorska miesci si¢ az na 221 stronach (+ kilka stron suplementu).

Cukry pelnig bardzo wazng role w procesach biologicznych. Ich potgczenia z biatkami (glikoprotei-
ny) oraz lipidami (glikolipidy) sg odpowiedzialne za przekazywanie informacji migdzy komoérkami
oraz ich organizacje w odpowiednie tkanki. Takie zwigzki odpowiadajg rdwniez za rozpoznanie
migdzykomorkowe, embriogenezg, regulacje hormonalng oraz dzialanie uktadu immunologicznego.
Ingerencja w proces glikozylacji moze spowodowaé zablokowanie aktywnosci glikopeptydéw lub
glikolipidow. Pozwala to na zahamowanie procesu tworzenia si¢ specyficznych glikokoniugatoéw na
powierzchni mikroorganizmu, co uniemozliwia jego interakcje z komorkami gospodarza i tym sa-

mym zablokowanie adhezji, czyli pierwszego etapu infekcji.
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Ta galaz chemii weglowodanow - synteza analogéw inhibitoréw enzymodw, jak réwniez poszuki-
wanie nowych, efektywnych metod syntezy glikokoniugatéw — jest intensywnie rozwijana w grupie
prof. Wiestawa Szeji.

Ta ‘goraca’ tematyka zajat si¢ mgr inz. Roman Komor w swojej pracy doktorskiej. Jej celem byta
synteza takich analogéw glikozylotransferaz, ktére moglyby inhibowaé dziatanie naturalnych en-
zymow. Doktorant postanowit opracowaé¢ dogodng metodyke otrzymywania glikokoniugatow, ktore
zawieralyby w swojej strukturze elementy sktadowe naturalnych substratow glikozylotransferaz.
Wedlug koncepcji doktoranta, czgsteczka takiej pochodnej nukleozydu powinna zawieraé: czgsé
cukrowa, linker i nukleozyd lub cze$¢ go imitujgcg — acykliczng pochodng nukleozydu.

Czes¢ literaturowa rozprawy zaczyna sie od ogélnych rozwazan na temat reakcji glikozylowania:
mechanizmu tej przemiany oraz czynnikéw wptywajacych na jej przebieg. Kolejno doktorant anali-
zuje wptyw grup zabezpieczajacych 1 odchodzacych na selektywno$¢ procesu oraz starannie dysku-
tuje warunki reakcji (wptyw rozpuszczalnika, promotora/aktywatora, temperatury). Po tym stosun-
kowo krotkim wprowadzeniu, zajmuje si¢ omdwieniem syntezy tioglikozydow (rozdziat 2.2; str. 20
i dalsze). Doktorant wybrat te grupe pochodnych gdyz - jak stusznie pisze na str. 67 (w czgsci:
oméwienie wynikow) — ,,S-glikozydy wykazujg wigksza odpornos$¢ na hydrolize kwasowa, zasadowg i
enzymatyczng niz odpowiednie O-glikozydy”.

Najistotniejszym zadaniem jest oczywiscie wysoce stereoselektywna synteza, majgca na celu
otrzymanie albo anomeru a albo  w zaleznosci od potrzeb. O ile synteza per-acetylowanych tio-
glikozydéw, pochodnych glukozy lub galaktozy, o konfiguracji B jest stosunkowo prosta (udziat
estrowe]j grupy sasiadujacej w pozycji C-2) o tyle synteza anomerdw o jest znacznie bardziej wy-
magajaca. Rozdzial 2.2.1.1 omawia ten pierwszy przypadek. Na str. 22 doktorant pisze: ,,per-O-
acetylowana aldoza z tiolem daje glikozyd B (schemat 10).” Dlaczego jednak w schemacie 10 (str.
nast¢pna) jest przedstawiona pochodna 2,3,4-tri-O-benzylowa? Kolejne rozdzialty omawiajg syntezy
pochodnych zawierajgcych zabezpieczenia zarowno estrowe jak i eterowe [alkilowe (gléwnie ben-
zylowe) czy sililowe]. Doktorant opisuje wykorzystanie glikali (schemat 16) i ditioacetali (schemat
11) w syntezie tioglikozydow. Kolejny rozdzial to wykorzystanie anhydrocukrow, w strukture kto-
rych ,jest uwiktany atom tlenu” (str. 30; co to znaczy??). Nastepne podrozdziaty omawiajg syntezy
poprzez sole pseudotiouroniowe (izotiouroniowe) i inne pochodne siarkowe (np. izocyjaniany, di-
siarczki itp.). Nastepnie mgr Komor omawia glikozylotransferazy i ich inhibitory (rozdziaty 2.3 i
2.4). Wydaje mi sie, ze szczegblnie w rozdziale 2.4. doktorant podaje zbyt szczegélowe informacje
dotyczgce inhibicji (Tabela 1. str. 49-52). Ostatni podrozdziat czesci literaturowej zajmuje si¢ za-

gadnieniem tworzenia wigzania amidowego.

Uwazam, ze mimo tych (raczej drobnych) zastrzezen przeglad literaturowy jest bardzo dobrym

wprowadzeniem do czesci opisujacej wyniki whasne i znakomicie ulatwia ich §ledzenie.

Omowienie wynikow wiasnych mgr Komor rozpoczyna od opisu syntez substratéw (z zabezpie-
czonymi grupami hydroksylowymi): 1-tio-D-gluko- oraz 1-tio-D-galakto-piranoz. Wysoce selektyw-
na synteza obu tych pochodnych zostata zrealizowana na drodze reakcji odpowiednich bromkow



glikozylowych z tiomocznikiem i nastgpczej hydrolizie soli izotiouroniowych (rozdziat 3.1.1.1).
Reakcja zabezpieczonych piranoz (11 i 12 str. 69) z odczynnikiem Lawesson’a dawata mieszaniny
anomerdéw o/f z duzo gorszymi wydajnosciami niz literaturowe co obrazuje Tabela 4 na str. 71.
Ponadto selektywnosci byly ‘odwrotne’ niz w literaturze; np. mgr Komor uzyskat 46% produktu 13
z przewagg izomeru 3 podczas w oryginalnej pracy (B. Davis, ACIE 2006 r) wydajno$¢ wynosi
82% z przewagg anomeru o.. Niezbyt przemawia do mnie uzasadnienie tych rozbieznosci: ,,Réznice
mogq by¢ spowodowane trudnosciami w przerobie mieszaniny poreakcyjnej, poniewaz w reakcji oprécz
pozgdanych produktow tworzy sig jeszcze znaczna ilos¢ produktow ubocznych, ktorych obecno$é mozna
zaobserwowa¢ podczas analizy TLC. W miare postgpu reakcji produktow ubocznych przybywalo, dlate-
go zdecydowano [kto zdecydowal?] o przerwaniu reakcji.”

Inna metoda syntezy 1-tio-piranoz bazowala na wykorzystaniu 1,6-anhydro-cukréw: glukozy i galakto-
zy. Wydaje mi sie, ze doktorant niepotrzebnie opisuje procedurg benzylowania lewoglukozanu (produkt
tej reakcji jest zwigzkiem handlowym); jesli jednak juz to robi, to powinien podaé oryginalne zrédto lub
chocby prace przegladows. Tymczasem na str. 77 doktorant cytuje trzy artykuly z lat: 2003, 2008, 2011
(odn. [392, 393, 412]) natomiast nie cytuje artykultu starszego o ponad 20 lat (H. Paulsen, Chem. Ber.
1981 str. 3079) gdzie ta preparatyka zostata opisana.

Majac ‘w reku’ odpowiednie cukry z grupg tiolowa w pozycji anomerycznej doktorant uzyt je w
syntezie odpowiednich tioglikozydow (rozdzial 3.1.1.4; str. 78 i dalej). W reakcji 1,6-anhydro-
cukréw z 2-merkapto-5-nitropirydyng otrzymat odpowiednie a-tioglikozydy 29 i 30 (str. 83) cho¢ z
bardzo umiarkowang wydajnoscig (Tabela 12 str. 84). Niewatpliwie ta metoda jest duzo mniej ko-
rzystna niz metoda opisana nieco wczesniej (str. 82, Tabela 11) bazujgca na reakcji 2-chloro-5-
nitro-pirydyny z odpowiednim 1-tio-cukrem otrzymanym in situ z cukru z wolng pozycjg anome-
ryczng. Grupe nitrowg w tych pochodnych doktorant poddat redukcji do aminowej otrzymujac w
ten sposéb pierwszy ‘klocek swojej uktadanki’.

W nastepnych rozdzialach sg przedstawione kolejne fragmenty zwigzkéw docelowych. W rozdziale
3.1.3 opisana jest synteza siedmiu acyklicznych pochodnych uracylu posiadajacych grupe karbok-
sylowa; cztery z nich nie byty dotad znane. W rozdziale 3.1.4 przedstawiona jest natomiast synteza
pochodnych urydyny. Opisana tu metodologia nie budzi zastrzezen z jednym wyjatkiem. Zwigzek
43 (str. 89) jest racematem, zatem w reakcji lgczenia z optycznie czynnym fragmentem (czyli
otrzymanym wcze$niej amino-tio-glikozydem; np. 33) Bqdq powstawaé dwa diastereoizomery. Czy

zwigzki 66, 67 1 110 na str. 105 to rzeczywiscie mieszanina?

Otrzymane pochodne uracylu oraz urydyny poddano sprze¢ganiu z odpowiednimi amino-tio-gliko-
zydami otrzymujgc oczekiwane zwiazki docelowe. Aby podda¢ je badaniom biologicznym nalezato
usung¢ grupy blokujgce. O ile deprotekcja grup estrowych (octany) i acetalowych (izopropyliden)
nie nastrgczata trudnosci, o tyle usunigcie grup benzylowych w obecnosci ugrupowania tio-glikozy-
dowego bylo sporym wyzwaniem. Kwas Lewisa taki jak BCl; pozostawiat nienaruszone niektére
bloki (np. schemat 60; str. 108); dopiero zastosowanie bezwodnego FeCl; rozwiagzato problem w
sposob zadowalajacy dajac oczekiwane produkty z bardzo dobrymi wydajnosciami (Tabela 23; str.
111).



Rozdziat 3.5 opisuje badania aktywnosci biologicznej otrzymanych przez doktoranta glikokoniuga-
tow wzgledem B-1,4-galaktozylotransferazy. Jak pisze doktorant ,,wybor tego enzymu byt podykto-
wany niskg ceng oraz prostotg w wykonaniu badan.” Nie jestem przekonany czy to uzasadnienie
jest wlasciwe. Bardziej przemawiatoby do mnie stwierdzenie, ze otrzymane przez mgr. Romana
Komora glikokoniugaty, ze wzgledu na podobienstwo do istniejacych inhibitoréw lub tez ze wzgle-
du na ewentualne powinowactwo do tego konkretnego enzymu moga byé aktywne. Doktorant do-
ktadnie opisuje metodyke tych badan, w tym réwniez test cytotoksycznosci MTT. Przeprowadzone
eksperymenty pokazaty, ze wbrew oczekiwaniom najbardziej aktywne byly pochodne D-glukozy a
nie D-galaktozy. Bardziej aktywne byly anomery B, mimo iz naturalny substrat posiada konfiguracje

0 na centrum anomerycznym.

Czes¢ eksperymentalna jest napisana dos¢ zwiezle i przejrzyscie. Brakuje mi oznaczen analizy ele-
mentarnej; tylko dla finalnych glikokoniugatéw podane sa wartosci HRMS. Wszystkie inne zwigzki
sg scharakteryzowane za pomocg LRMS. W niektérych miejscach znalaztem duze rozbieznosci
pomigdzy danymi uzyskanymi przez doktoranta a literaturowymi. Np. (str. 135) zmierzona przez
mgr. Komora warto$¢ [o]p dla zwigzku 24 wynosi +65.8 a wg lit.[199] + 93.6 cho¢ pomiary byly
robione w identycznych warunkach (¢ ~1 CHCls). Podane przez doktoranta wartosci [o]p wielu
zwiagzkéw wahaja sie od 0.0 do 0.2 (c 0.5, CHCl3); dotyczy to przyktadowo (str. 156 i dalsze)
zwigzkow: 57, 59, 60 (tu jest 0.0!), 61, 63, 65 itd. Wydaje mi si¢, ze podawanie tak niewielkich
wartosci miatoby sens tylko dla stezen znaczaco wigkszych niz ¢ = 0.5. Dla zwigzkow 25 i 26 war-

tosci [o]p podane sg (nieprawidtowo) w stopniach (str. 136).
Inne drobne uwagi krytyczne i/lub polemiczne.

e Str. 9: Co to jest ‘naturalny substrat enzymu’?

e Str. 10: Co to znaczy, ze wiazania glikozydowe muszg by¢ tworzone stereospecyficznie. Chyba
chodzi o 100% stereoselektywno$¢? 100% selektywnos¢ to nie jest to samo co stereospecyficz-
nosé!!

e Str. 12: Sformulowanie ‘atom wegla anomerycznego” powinno by¢ zmienione na: anomeryczny
atom wegla.

e Str. 19: Sformulowanie ‘mozliwo$¢ stereokontrolowania reakcji” jest okresleniem zargonowym.
Powinno brzmie¢: ‘mozliwo$¢ kontroli steryczne;j’.

e Dlaczego odnosnik charakteryzujacy wiasciwosci tri-O-benzylo-1,6-anhydro-glukozy (21) po-
chodzi z roku 2010 (ref. [97]: TL., 2010, 51, 5912) cho¢ zwiazek jest znany i opisany juz kilka-
dziesiat lat wczesnie;.

e Str. 125: co oznacza: ,,nickompetycyjnie badany enzym”?

e Str. 126: Czy w jezyku polskim istnieje stowo ‘fluorescent’? (TLC .... [wykonano]... na fazie
stacjonarnej w postaci ptytek aluminiowych pokrytych cienka warstwa zelu krzemionkowego z

dodatkiem fluorescenta).

Praca pisana jest BEZOSOBOWO (postanowiono, zrobiono, dokonano itd.). O ile w czgsci literatu-
rowej brzmi to wiasciwie to w czesci badania moze wiasne sugerowac, ze nie jest to wiasna praca
doktoranta, ktére to stwierdzenie jest — oczywiscie — nieprawdziwe.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze gtowny cel pracy doktorskiej mgr. Romana Komora: synteza

glikokoniugatoéw — analogoéw naturalnego substratu [3-1,4-galaktozylotransferazy — UDP-galaktozy



zostat zrealizowany pomyslnie. Doktorant zaproponowal dogodng synteze polgczen zawierajgcych
w swojej strukturze cze$¢ cukrows, linker i nukleozyd lub czgs$¢ go imitujgca — acykliczng pochod-
ng nukleozydu. Wobec trudnosci w powtdrzeniu niektdrych przepiséw literaturowych (np. w synte-
zie tio-cukréw dziataniem odczynnika Lawesson’a) doktorant usprawniat z powodzeniem inne me-
tody syntezy. Zaproponowat np. procedure typu one-pot otrzymywania 1-tio-cukrow polegajaca na
przeksztalceniu benzylowanych pochodnych cukrow redukujgcych w N-metylo-O-glikozylotio-
karbaminiany i nastepczym ich przegrupowaniu. Przeprowadzony ‘screening’ wtasciwosci biolo-
gicznych wykazal, ze glikokoniugaty, w ktérych 1-tioglikozydy potaczone sg z acyklicznymi po-
chodnymi uracylu sg aktywniejsze od ich analogéw potgczonych z urydyna.

Mimo wskazanych uprzednio uwag polemicznych, prace mgr. Romana Komora oceniam pozytyw-
nie. Osiggnal ona wiele warto§ciowych wynikdw poszerzajgcych nasza wiedz¢ w chemii cukrow i
glikokoniugatéw. Podsumowujac stwierdzam, ze doktorant wykazal sie duzg pracowitoscig, inwen-
cja naukowa i dociekliwoscig. Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia
wszelkie warunki ustawy i wnosze o dopuszczenie magistra inz. Romana Komora do dalszych eta-

poéw przewodu doktorskiego.
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