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Recenzja pracy doktorskiej Pani Karoliny Tiary
»Zastosowanie reakcji hetero-Dielsa-Aldera w syntezie heterocyklicznych analogéw
mimetykéw cukrowych”
wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Mykhaylo Potopnyka
w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Uwagi wstepne

Recenzja zostata przygotowana na podstawie decyzji Rady Naukowej Instytutu Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie z dnia 25 lutego 2022 r. w sprawie
wyznaczenia recenzentéw, w tym mojej osoby, w przewodzie doktorskim Pani mgr Karoliny
Tiary. Decyzja Rady Naukowej zostata zawarta w pismie nr SSD.444.1.4.2022 z dnia 16 maja
2022 r., doreczonym wraz z rozprawq doktorska dnia 19 maja 2022 r.

W przygotowaniu recenzji kierowatem sie art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r.
(Dz.U. 2017 poz. 1789), majacym zastosowanie w sprawie w zwigzku z art. 179 Przepiséw
wprowadzajacych ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 r.
(Dz.U. 2018 poz. 1669). W szczegdlnosci oceniatem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogélng
wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej, a takze czy przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego.

Struktura i tematyka pracy

Dysertacja doktorska, w ktérej Pani mgr Karolina Tiara przedstawita studia literaturowe
dotyczace tematyki pracy oraz uzyskane wyniki doswiadczalne, ma forme tradycyjna. Liczy 157
stron a tre$¢ zostata podzielona na kilka czesci w sposéb typowy dla rozpraw
eksperymentalnych. Studia literaturowe (okoto 40 stron), opis i dyskusja wynikéw badan
wiasnych (okoto 40 stron) oraz czes¢ eksperymentalna (okoto 50 stron) stanowig trzy gtéwne,
odpowiednio zréwnowazone rozdziaty dysertacji. Autorka wydzielita krétkie wprowadzenie,
ktére zawiera zdefiniowanie celéw pracy, a takze syntetyczne podsumowanie wynikéw.
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Dodatkowo, wprowadzony zostat wykaz uzywanych skrétéw, natomiast w suplemencie Pani
K. Tiara przedstawita swéj dorobek publikacyjny i konferencyjny. Zgodnie z wymogami
rozprawa zostata opatrzona streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim. Wykaz literatury
irédtowej zawiera 101 referencji. W przewazajacej wigkszosci cytowane materialy to
oryginalne artykuty naukowe, ktére ukazaty sie po roku 2000.

Strona formalna manuskryptu, objetosé i podziat tresci nie budza istotnych zastrzezen.
Opracowanie graficzne jest staranne. Praca zostata bogato ilustrowana wzorami chemicznymi,
schematami reakcji i rysunkami, ktére sg konsekwentnie numerowane i cytowane w tekscie.
Narracja jest logiczna a jezyk rozprawy zrozumialy i w wiekszosci poprawny, jedynie
z niewielka liczbg potknieé stylistycznych czy okresleri zargonowych (np. ,struktura X-Ray”,
,aminokatalizator”, ,grzatam” zamiast ,ogrzewatam”, ,mieszanine diastereoizomerdéw
odbezpieczytam” itp.). Korekta typograficzna zostata przeprowadzona dosy¢ wnikliwie.
Chciatbym jedynie zwrdci¢ uwage, ze zgodnie z typografia polska separatorem dziesigtnym
jest przecinek.

Tematyka pracy obejmuje synteze wysoce sfunkcjonalizowanych uktadéw
heterotricyklicznych zawierajacych skondensowane pierscienie polihydroksycyklopentanu,
tiopiranu oraz tiazolinonu. Autorka zaliczyta te produkty do szeroko rozumianej grupy
glikomimetykéw (w wersji alternatywnej przychylatbym sie raczej do okreélenia ,mimetyki
cukréow” niz do uzytego ,mimetyki cukrowe”, a juz na pewno nie do pleonastycznego
,glikomimetyki cukrowe” - patrz np. pierwsze zdanie streszczeri czy Celu Pracy). Istota
pomystu badawczego byto sprawdzenie mozliwosci syntezy ztozonych zwigzkéw wychodzac z
dwéch znanych substratéw: aldoz zawierajacych terminalne wigzanie nienasycone oraz
4-tiokso-1,3-tiazolidyn-2-onu (rodaniny) uzywajac tandemowej reakcji Knoevenagela
pofaczonej z wewnatrzczasteczkowg cykloaddycja [4+2]. Celem byto rozszerzenie zasiggu
substratowego tej sekwencji reakcji ze zwrdceniem szczegbinej uwagi na aspekty
stereoselektywnosci. Inspiracjag dla nowych struktur byt takie przewidywany potencjat
bioaktywnosci zwigzkéw, zgodnie ze znanym z literatury dziataniem przeciwnowotworowym,
przeciwpierwotniakowym czy przeciwbakteryjnym stwierdzonym dla réznorodnych
tiopirano[2,3-d]tiazoli (gtéwnie w grupie kierowanej przez prof. Romana Lesyka z Lwowskiego
Narodowego Uniwersytetu Medycznego). Koncepcje pracy i wyzwania eksperymentalne z nig
zwigzane oceniam jako oryginalne i odpowiednio ambitnie postawione zamierzenia naukowe.

Ocena merytoryczna

Studia literaturowe rozprawy doktorskiej Pani mgr K. Tiary to rozdziat wielowatkowy,
w ktérym Autorka postawita sobie za cel przyblizenie czytelnikowi wszystkich aspektéw
zwigzanych z praca, tj. nawigzujacych zaréwno do przedmiotu syntezy réznorodnych
analogéw strukturalnych cukréw, opisu metodologii w kwestii istoty i zasiegu tytutowych
reakcji, jak i czesciowo do aspektéw aktywnosci biologicznej. W trzech pierwszych
podrozdziatach (2.1-2.3) Autorka oméwita wybrane metody otrzymywania gtéwnych rodzajow
glikomimetykéw oraz krétko ich zastosowanie. W przypadku iminocukréw i karbacukrow
w istocie zaprezentowane zostaty specyficzne przyktady rozbudowy podstawowego szkieletu
monocukréw do zwiazkéw bicyklicznych i policyklicznych. Te wybrane zagadnienia opierajg sig
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na artykule przegladowym ,Stereoselective synthesis of sugar mimetics from simple
monosaccharides” opublikowanym w czasopismie Pure and Applied Chemistry w roku 2019.
Pani K. Tiara jest pierwsza wspotautorka tej publikacji. W sposéb bardziej podstawowy
potraktowano tiocukry. W tym przypadku przedstawiono metody syntezy analogéw
siarkowych pierscienia piranozowego i furanozowego, a takze mozliwosci syntezy wigzania
tioglikozydowego. Okoto poéttorastronicowy podrozdziat zostat nastepnie poswiecony
4-tiokso-1,3-tiazolidyno-2-onowi i mozliwosci jego uzycia w reakcji hetero-Dielsa-Aldera do
otrzymywania zwigzkéw bioaktywnych (2.4). W dalszej czesci dotyczacej metod syntetycznych
podano fundamentalne informacje na temat tytutowych reakc;ji i zilustrowano arbitralnie
dobranymi przyktadami. W podrozdziale 2.5 opisano reakcje Dielsa-Aldera, w szczegdlnosci
zwracajac uwage na dwa aspekty: jej wykorzystanie do syntezy analogéw cukréw, a takze
wersje tio. Scharakteryzowano takze reakcje Knoevenagela i jej modyfikacje, w tym wersje
tandemowg (podrozdziaty 2.6 oraz 2.7).

Studia literaturowe prezentuja rozlegty zakres zainteresowan oraz znamionujg dobre
przygotowanie teoretyczne Kandydatki do stopnia doktora. Dowodzg oczytania oraz szerokiej
wiedzy w dyscyplinie. Sposéb prezentacji i dyskusji informacji Zrédtowych charakteryzujg
wyksztatconego i dojrzatego chemika organika. Podawane s3 szczegély interesujace dla
czytelnika reprezentujacego podobna specjalizacje, np. dotyczace warunkéw prowadzenia
reakcji, ich wydajnosci preparatywne, stereoselektywnos¢ itd. Omawiane sg mechanizmy
reakciji.

Informacje innego rodzaju sg potraktowane bardziej pobiezne, np. dla zwigzkéw
bioaktywnych bedacych inhibitorami enzyméw standardowo oczekiwane bytyby
wielkoéci/state inhibicji (/C50, Ki itd.) oraz ewentualnie mechanizmy dziatania.

Do kwestii polemicznych zaliczytbym opinie recenzenta o zbytnim zdyspergowaniu
tematyki studiéw literaturowych, a przez to pewnej fragmentarycznosci w przedstawieniu
zagadnien. W wyniku préb podejscia do tematu dysertacji z réznych perspektyw zostaje
poruszonych wiele watkéw, bez ptynnego zwiazku czy przejs¢ migdzy nimi. Np. bez wielkiej
szkody ta czeéé dysertacji mogtaby sie oby¢ bez dwéch pierwszych podrozdziatéw majacych
najluzniejszy zwiazek z przedmiotem badar, natomiast (polemicznie) oczekiwatbym bardziej
systematycznego podejécia do rodzajéw analogii strukturalnej cukréw i metod syntezy
réznorodnych wariantow.

Badania wtasne zostaly rozpoczete przez Doktorantke od syntezy substratéw,
co przebiegto zgodnie z danymi literaturowymi. Reakcja testowa tych substratéw, tj. analogu
p-a-glukozy zawierajgcego terminalne wiagzanie nienasycone z 4-tiokso-1,3-tiazolidyno-2-
onem, przyniosta oczekiwany produkt. Podobnie jak dla innych opisanych substratéw
zawierajacych aktywnga grupe metylenowa, tandemowa reakcja Knoevenagela-hetero-Dielsa-
Aldera doprowadzita do otrzymania ztozonego produktu policyklicznego. Wydajnos¢
poczatkowo nie byta moze wysoka jak sugeruje Autorka (55%), ale procedura okazata sig
prosta i wiarygodna. Na podstawie jedno- i dwuwymiarowych widm NMR z tatwoscig udato
sie oceni¢ nadmiar diastereomeryczny produktéw i zidentyfikowaé izomer powstajacy
w przewadze. Jego strukture potwierdzono na podstawie badari rentgenostrukturalnych
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probki czystego zwigzku otrzymanego w wyniku frakcjonowanej krystalizacji. Optymalizacja
warunkdw reakcji (czas/temperatura/rozpuszczalnik/dodatek soli nieorganicznych) podniosty
wydajnos¢ do okoto 70%.

Poniewaz jednym 1z gtéwnych celéw projektu byto opracowanie metody
stereoselektywnej, najwiecej wysitkdw zostato poswieconych temu aspektowi. Niewysoki
nadmiar osiggniety w reakcjach testowych (dr = 3:1) nie okazat sie niestety mozliwy do
poprawienia, ani w wyniku modyfikacji warunkéw prowadzenia reakcji, ani w wyniku zmian
w stereochemii (pochodna mannozy) czy strukturze substratu cukrowego. Zmiany
strukturalne dotyczyly m.in. deoksygenacji w pozycji 2, a przede wszystkim uzycia
alternatywnych grup ochronnych funkcji hydroksylowych (acetylowe, benzylowe czy
izopropylidenowa).

Wobec tych probleméw gtéwny akcent pracy zostat przeniesiony na mozliwosc¢
rozdzielenia powstajacych diastereoizomeréw. Aby tego dokonaé niezbedne okazaty sie
nastepcze modyfikacje strukturalne powstajacych produktow, polegajace na zwiekszeniu ich
lipofilowosci. Efekt ten zostat osiggniety w wyniku alkilowania atomu azotu fragmentu
tiazolidynonu. Po N-benzylowaniu udafto sie wyizolowa¢ dominujacy stereoizomer.
Najbardziej efektywne okazato sie jednak alkilowanie estrem kwasu bromooctowego.
Modyfikowane w ten sposéb czyste diastereoizomery zostaty rozdzielone chromatograficznie,
rozwigzano ich struktury przy pomocy widm korelacyjnych NMR i krystalografii
rentgenostrukturalnej. Ta optymalna modyfikacja, zastosowana dla substratu
heterocyklicznego (rodaniny), w najmniejszym stopniu nie zmienita jednak wyniku
diastereoselektywnosci tandemowej kondensacji. Aby dokona¢ wspomnianej modyfikaciji,
konieczne byto alkilowanie 2,4-tiazolindynodionu a nastepnie jego tionowanie, gdyz préba
bezposredniego podejscia prowadzita do S-alkilowanej izorodaniny.

Przeprowadzenie deprotekcji grup funkcyjnych w produktach koricowych wymagato
okredlonej kolejnosci. Stwierdzono, ze hydroliza estru tert-butylowego musiata poprzedzac
usuniecie grup acetylowych. Prosze o komentarz, co dziato sie w przeciwnym przypadku
(tzn. co oznacza stwierdzenie , brak produktu”, Schemat 3.19). Rozumiem tez, ze na Schemacie
3.20 podano niewtasciwg kolejnosé tych etapow.

Mieszaniny niemodyfikowanych diastereoizomeréw oraz rozdzielone pochodne
karboksymetylowane byly przedmiotem testéw biologicznych oraz badar teoretycznych,
ktére pozwolity wytypowaé zwigzek o najwiekszym powinowactwie do wybranego biatka
bedacego receptorem lektynowym. Prosze o komentarz, dlaczego modelowanie nie zostato
przeprowadzone dla zwigzkéw niealkilowanych. Jaka byta metodologia tych badan, a takze co
oceniano klasyfikujac zwiagzki (energie swobodng Gibbsa kompleksu?). Na jakiej podstawie
wytypowano okreslony zwigzek jako najkorzystniej wigzany w eksperymentach
miareczkowania NMR. Czy mozliwe byto jakiekolwiek oszacowanie ilosciowe powinowactwa
liganda do biatka (stata dysocjacji kompleksu)?

W kolejnych rozdziatach opisano wielokierunkowe préby zmierzajagce do modyfikaciji
strukturalnych uktadéw tricyklicznych. Mato udane okazato sie przeprowadzenie tytutowej
reakcji dla wydtuzonych oraz modyfikowanych w pozycji 6 substratéw cukrowych, dla ktérych
nie obserwowano oczekiwanego produktu lub wydajnosci byty wyraZnie nizsze. Spdjng serie
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zwigzkéw uzyskano natomiast dla kwasu tiazolidynylooctowego sprzeganego z szescioma
wybranymi aminami o réinej strukturze (skad taki wybdr?). Sprzeganie z uiyciem
karbodiimidu byto efektywne, a koricowe usuniecie grup ochronnych przyniosto zwigzki, ktére
zostaty poddane badaniom biologicznym. Testy te dotyczyly wptywu na wzrost wybranych linii
komérek nowotworowych i zostaty wykonane w instytucji zewnetrznej. Interpretacja wynikow
tych testow jest bezcelowa. Przede wszystkim nie podano stezenia, w jakim zwigzki zostaty
zastosowane. Procent wzrostu (podany z zupetnie niepotrzebng doktadnoscig) nie zawiera
btedu pomiarowego wynikajacego z wykonania powtdrzen. Dla pomiaréw wzrostu komorek
odchylenia standardowe wielkosci kilku czy kilkunastu procent nie s3 czym$ niezwyktym,
zatem dyskusja roznic w takim zakresie jest praktycznie bezzasadna. W mojej opinii Tabele 3.5
mozna podsumowaé stwierdzeniem, ze badane zwigzki nie wykazuja wilasciwosci
cytotoksycznych.

Praca doktorska Pani K. Tiary wpisuje sie w nurt rozpraw dedykowanych syntezie
celowanej. Doktorantka, uzywajac nowej, nie nowatorskiej, ale inteligentnej metodologii,
postawita sobie za cel otrzymanie ztozonych wielofunkcyjnych struktur, ktérych architektura
molekularna zostata determinowana strukturg substratéw i mechanizmem procesu.
Zamierzenia te zrealizowata z sukcesem rozszerzajgc zakres substratowy reakcji i syntetyzujac
kilkadziesiat nieopisanych do tej pory zwigzkéw. Osiggniecie tych celéw uznaje za oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

Realizacja celéw drugoplanowych, ktérymi byly stereoselektywnos¢ podejscia oraz
aktywnos$¢ biologiczna produktéw, zakonczyty sie mniejszym powodzeniem. W kwestii
stereoselektywnosci pozostaje zaakceptowaé taka, a nie inng nature wybranej sekwenciji
reakcji. Alternatywnie, mozna sprébowac zastosowaé np. podwdjng indukcje asymetryczna
wprowadzajac element chiralny do struktury rodaniny. Nie bytoby to trudne majac na uwadze
opracowanie N-alkilowania tego substratu. Czy byto rozwazane takie podejscie? Natomiast
rozpatrujgc kwestie aktywnosci biologicznej, pomimo braku ewidentnego hitu w postaci
nowej struktury wiodacej, nalezy doceni¢ konstrukcje platformy syntetycznej opartej na
obecnosci funkcji karboksylowej, ktéra moze by¢ wielokierunkowo modyfikowana stanowigc
punkt wyjécia do catej gamy dodatkowo rozbudowanych zwiazkéw (divergent synthesis).

Podsumowujac, do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych Pani Karoliny Tiary uzyskanych
w ramach pracy doktorskiej zaliczytbym:

- potwierdzenie mozliwosci uzycia 4-tiokso-1,3-tiazolidyn-2-onu jako substratu
tandemowej reakcji Knoevenagela-hetero-Dielsa-Aldera z nienasyconymi aldehydami
cukrowymi, ktéra prowadzi do wielofunkcyjnych siarkoorganicznych uktadéw policyklicznych;

- opracowanie warunkéw otrzymania stereochemicznie czystych zwigzkéw, w wyniku
chromatograficznego rozdziatu modyfikowanych (N-alkilowanych) pochodnych;

- dywersyfikacja strukturalna produktéw, w szczegélnosci do amidéw kwasu tiazolidyn-3-
ylooctowego.

Powyisze stwierdzenia sktaniajg mnie dodatkowo do konkluzji, ze osiagajac szereg
zamierzonych celéw Pani K. Tiara okazata sie doswiadczonym syntetykiem organikiem
posiadajacym umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
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Stabsza strona prezentacji badann wiasnych dotyczy sposobu dyskusji i interpretacji
wynikéw badan uzupetniajacych, a takze braku ich metodyki.

Odnoszac sie do czesci eksperymentalnej, poza jednym wyjatkiem, spetnia ona standardy
wiaséciwego opisu zwigzkéw i procedur syntetycznych. Opisy s3 jasne i zrozumiate. Poprawnos¢
i homogeniczno$é nieopublikowanych do tej pory struktur zostata potwierdzona przez
Doktorantke charakterystyka spektroskopowg (*H oraz 3C NMR) oraz wynikami spektometrii
mas. Dla wielu zwigzkéw dodatkowo podane sg wartosci skrecalnosci wtasciwej oraz R¢
w chromatografii cienkowarstwowej, a takze wyniki analizy elementarnej. Autorka unika
jednak podawania postaci probki. Dla zwigzkéw znanych Autorka przedstawita wybrane dane
odnoszac sie do Zzrédet literaturowych.

Wspomnianym niechlubnym wyjatkiem w ogdlnie pozytywnej ocenie tej czesci pracy jest
nomenklatura zwiazkéw. Poza najprostszymi strukturami wiekszo$¢ nazw zawiera wieksze lub
mniejsze btedy i uchybienia. Do najczestszych nalez3: niepoprawna konstrukcja nazwy
(wiekszo$¢ koricowych zwigzkéw powinno traktowac sie jako pochodne tiazolinonu lub kwasu
tiazolin-3-ylooctowego), zte formy gramatyczne (np. nazwy jednowyrazowe nie moga koriczy¢
sie forma dopetniaczowa, np. ,triacetylu”, ,tiazolu”), anglojezyczna pisownia (np. ,0x0”,
,butoxy”, ,thiopyrano”, ,thiazolu”), brak deskryptoréw uwodornienia (hydro) lub odtlenienia
(deoksy), brak lub zta pozycja deskryptoréw cukrowych (a-b), brak lokantéw pozycji
kondensacji pierécieni itd. W ramach napietnowania tych uchybien prosze podczas publicznej
obrony o pokazanie przyktadowej, wybranej przeze mnie struktury (np. 3.100), jej
niewtasciwej nazwy uzytej w dysertacji oraz poprawnej wersji.

Wyniki eksperymentalne uzyskane w pracy doktorskiej nie zostaty do tej pory
opublikowane. Doktorantka podaje, ze odpowiedni manuskrypt jest w druku (in print?),
ale nie precyzuje tytutu czasopisma. Nie mam watpliwosci, ze wyniki s na tyle wartosciowe,
ze ukaza sie wkrétce w formie artykutu naukowego. Natomiast catkowity dorobek Kandydatki
to pie¢ publikacji: jeden przeglad literaturowy, do ktérego Autorka odnosi sie w pierwszych
podrozdziatach studiéw literaturowych, a takze cztery artykuly oryginalne poza tematyka
doktoratu, w tym jeden w uznanym Journal of Organic Chemistry. Zgodnie z tym stwierdzam,
ze spetniony jest wymoég posiadania przez Kandydatke dorobku naukowego w postaci co
najmniej jednego artykutu opublikowanego w czasopismie naukowym.

Konkluzja

Po zapoznaniu sie z praca doktorskg Pani Karoliny Tiary uznaje, ze spetnia ona wszystkie
wymagania ujete we wtasciwej ustawie i moze by¢ podstawa nadania stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk
chemicznych. Wobec powyiszego wnosze do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o przyjecie pracy i dopuszczenie jej do

publicznej obrony. /é‘/



