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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Koziot pt. "Synteza nowych tlenowych i azotowych
pochodnych terpenoidowych”

Tematyka badawcza podjeta przez pania mgr inz. Agate Koziol umiejscawia
przedstawiong do recenzji prace doktorskg w obszarze dwoch dziedzin naukowych: dziedzinie
nauk chemicznych oraz dziedzinie nauk biologicznych. Wynika to bezposrednio z celu pracy,
ktérym byta synteza chemiczna tlenowych 1 azotowych pochodnych z naturalnych zwigzkéw
monoterpenoidowych, jak rowniez ocena ich wlasciwosci zapachowych oraz réznorodnych
wlasciwos$ci biologicznych (aktywnosci antyfidantnej, przeciwdrobnoustrojowej oraz zdolno$ci
do hamowania aktywnos$ci enzymatycznej). Cho¢ drugi z wymienionych celow nie znalazt
odzwierciedlenia w tytule pracy, oba cele uznaje za réwnorzgdne i w pelni uzasadnione. Wpisuja
si¢c one w jeden z obowigzujacych obecnie nurtow badan z zakresu chemii produktow
naturalnych, w ktérym proste zwigzki o budowie izoprenoidowej, same charakteryzujgce si¢
wielokierunkowg aktywnoscig biologiczng, stanowig cenny surowiec do otrzymywania nowych,
aktywnych biologicznie pochodnych. Badania takie od wielu lat prowadzone sa rowniez
w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej w zespole prof. Stanistawa Lochynskiego.

Praca doktorska mgr inz. Agaty Koziot to 113-stronicowe opracowanie, podzielone na
pie¢ gtownych, ponumerowanych rozdziatoéw zatytulowanych: Przeglad literatury, Cel pracy,
Badania wlasne, Badania biologiczne 1 Cz¢$¢ eksperymentalna. Catos¢ poprzedzona jest spisem
tresci, objasnieniem zawartych w pracy skrotdow oraz wykazem nazw systematycznych
mikroorganizméw, ro$lin 1 owadéw w jezyku polskim 1 tacinskim. Calos¢ koncza
nienumerowane rozdziaty: Podsumowanie, Bibliografia oraz Aktywno$¢ naukowa.

Czgs¢ literaturowa, poprzedzona krotkim wstegpem, to przede wszystkim krotki przeglad
zwigzkow terpenowych i ich wlasciwos$ci biologicznych: aktywnosci przeciwnowotworowej,
przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej, antyfidantnej oraz wlasciwosci zapachowych.
Objetosciowo jest to bogaty materiat zrodlowy (32 str.), jednak zdaniem Recenzenta Autorka

powinna nieco inaczej roztozy¢ akcenty. Przykladowo, zamiast bardzo doktadnego opisu
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aktywnos$ci antyproliferacyjnej limonenu czy alkoholu perylowego, nalezalo wigcej miejsca

poswieci¢  aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej ketondw monoterpenowych bedacych
substratami w planowanych przez doktorantke syntezach tj. pulegonu, mentonu czy
dihydrokarwonu, a takze opisa¢ znane w literaturze przyktady aktywnosci antyfidantnej tej
grupy zwigzkow. Bylby to doskonaly material porownawczy w stosunku do uzyskanych przez
Doktorantk¢ wynikow aktywnosci biologicznej otrzymanych przez Nig pochodnych. Podobna
uwaga dotyczy rozdziatu dotyczacego oksymow, w ktorym zaprezentowano bardzo ogdlne
informacje na temat wilasciwosci biologicznych tych zwigzkow. Z uwagi na bardzo duza
réznorodno$¢ strukturalng tych potaczen rozdzial ten powinien dotyczy¢ przede wszystkim
oksymowych pochodnych terpenowych, podobnie jak to zostato przedstawione w przypadku
laktonow terpenoidowych. Duzy niedosyt pozostawia lektura podrozdziatu pt. "Zwigzki
pochodzenia naturalnego - hamowanie ureazy" w ktorym Autorka podaje jedynie 4 przyktady
inhibitorow tego enzymu nalezacych do grupy flawonoidow, przytaczajac tez lakoniczng
wzmianke¢ o aktywnosci inhibitujacej karwonu wzgledem ureazy nazwanej przez Autorke ureaza
glebowg. Jakie jest faktyczne pochodzenie tego enzymu i czy Autorka zna z literatury inne
zwigzki, w tym zwiazki terpenowe, wykazujace wspomniang aktywnos¢?

W czesci literaturowej Autorka nie ustrzegla si¢ bledow  merytorycznych,
niekonsekwencji i nieprecyzyjnych sformutowan m.in. “czynniki fosforoorganiczne™ (str. 13),
"przenikalno$¢ naczyn krwiono$nych", "biologicznie reaktywne oksymy", "stezenia kombinacji
monoterpenow" czy "most peroksydowy" w czasteczce artemizyny. Przy opisie laktonow
drimanowych nie podano wobec jakich owadow wykazuja one wlasciwosci antyfidantne, z kolei
w rozdziale dotyczacym aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych monoterpendéw opisane sg
wlasciwosci przeciwzapalne 1,8-cineolu. Ugrupowanie oksymowe jest przedstawione na str. 13
trzema r6znymi wzorami, przy czym tylko pierwszy z nich jest prawidtowy. Czasteczka tlenku
azotu ma rzeczywiscie posta¢ rodnika, ale niesparowany elektron znajduje si¢ na atomie azotu,
a nie tlenu (str. 13).

Kolejny rozdzial dysertacji to opisany juz na wstepie recenzji "Cel pracy”, nastepnie
Autorka przechodzi do opisu wynikow badan wiasnych. W ich toku Autorka, postugujac si¢
znanymi w preparatyce organicznej procedurami syntetycznymi otrzymata seri¢ tlenowych oraz
azotowych pochodnych zwigzkéw monoterpenowych. W ramach syntezy pierwszej

z wymienionych grup w wyniku reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa odpowiedniego
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fosfonianu  ze  zwigzkami  kabonylowymi  ((+)-dihydrokarwonem,  (—)-mentonem,

(—)-werbenonem, (+)-pulegonem, B-cyklocytralem oraz t-butylocykloheksanonem) otrzymanych
zostalo osiem a,fB-nienasyconych estrow, glownie z ukladem alkilidenocykloheksanu. Dwa
sposrdd otrzymanych estrow (75 1 80) zredukowano przy uzyciu glinowodorku litu do
odpowiednich alkoholi allilowych (87 i 88), ktore nastgpnie poddano przegrupowaniu Claisena
w ortooctanowej modyfikacji Johnsona uzyskujac y,0-nienasycone estry (90, 93). Postuzyty one
jako substraty w reakcji bromolaktonizacji, w wyniku ktorej otrzymane zostaty dwa 6-bromo-y-
laktony z uktadem spiranu (96 i 97). Ester 90 dodatkowo zhydrolizowano w $rodowisku
zasadowym do kwasu 94, ktéry poddano reakcji jodolaktonizacji. Niestety nie zdotano w tym
przypadku uzyskaé¢ czystego produktu. Rownolegle analogicznej sekwencji reakcji poddano
otrzymany w wyniku redukcji B-cyklocytralu borowodorkiem sodu alkohol allilowy 91, co
pozwolito na otrzymanie dwoéch laktonéw z ukladem alkilopodstawionego cykloheksanu: 6-
bromo-y-laktonu 98 i jego analogu 99 zawierajacego atom jodu.

Synteza pochodnych azotowych obejmowata otrzymanie dziesigciu oksymoéw w reakcji
ketonow monoterpenoidowych z chlorowodorkiem hydroksyloaminy. Trzy z uzyskanych
pochodnych przeksztalcono nastgpnie do odpowiednich laktaméw w wyniku przegrupowania
Beckmanna. Dla wszystkich uzyskanych zwigzkoéw przeprowadzono analizy spektroskopowe
(HRMS, 'H NMR, BC NMR) 1 oznaczono podstawowe state fizyczne: temperature topnienia lub
wspotczynnik zatamania $wiatla, a w przypadku zwigzkow optycznie czynnych skregcalnosc
wlasciwa.

Przy omoéwieniu uzyskanych wynikéw Autorka opisuje mechanizmy reakcji, jednak
czyni to jezykiem malo precyzyjnym, pelnym skrétow myslowych 1 uproszczen. Znane
powszechnie mechanizmy reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa czy przegrupowania
Beckmanna pokazane sa jedynie na ogodlnych przyktadach. Nie rozumiem intencji
przedstawienia mechanizmu przegrupowania Beckmanna w srodowisku kwasnym (Schemat 10),
skoro Autorka przeprowadzata je w obecnosci NaOH z udziatem chlorku tosylu, co obrazuje
Schemat 11. Wiele watpliwosci budzi sposob opisu reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa. Nie
wiem, co Autorka ma na mysli piszac o "a-metalicznym fosfonianie™. Na schemacie ze strony 44
I w opisie na stronie 45 jako reagenty wymienione sa DBU oraz LiCl, tymczasem w czesci
doswiadczalnej (str. 79) mowa jest o wodorku sodu, brak informacji o dodatku chlorku litu, a na

str. 80 autorka podaje, ze stosowala DBU. Czy tylko w przypadku zwigzku 74? Prosze
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o wyjasnienie tych niezgodno$ci. Niezaleznie od tego, rola DBU na pewno nie jest

"przeprowadzenie nukleofilowej addycji". Na Schemacie 5 str. 44 brak najwazniejszego reagenta

- fosfonianu dietylowego.

W tej czgsci dysertacji uporzadkowania lub wyjasnienia wymagajg nastepujace kwestie:

1. Tytut pracy wyraznie moéwi o pochodnych terpenoidowych, natomiast
t-butylocykloheksanonu nie mozna zaliczy¢ do tej grupy zwigzkow.

2. Zwigzki z uktadem alkilidenocykloheksanu otrzymane z t-butylocykloheksanonu nie
posiadaja asymetrycznych atomow wegla, mimo to sa czynne optycznie. Skad wynika ich
chiralno$§¢ 1 jak Doktorantka wyjasni otrzymywanie w przewadze prawoskretnego
enancjomeru estru 74 w wyniku reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa?

3. Zgodnie z danymi w cze$ci do§wiadczalnej, (—)-cis-karan-3-on (50) uzyskano w reakcji
z odczynnikiem Browna-Garga, o czym Autorka nie wspomina przy opisie wynikow.
Jaki zwigzek byt substratem w tej reakcji i na czym ona polegata?

4. Nieporzadek widoczny jest przy opisie statusu uzyskanych zwigzkow. Przy opisie badan
wlasnych nie odniesiono si¢ do danych spektroskopowych alkoholu 88, ktory nie zostat
dotychczas opisany w literaturze. Wyjasnienia wymaga status zwiazku 84. Z jakiego
substratu zostal otrzymany i czy jest on zwigzkiem nowym? Jesli tak, nalezalo podac
jego dane spektroskopowe, a z uwagi na jego wlasciwosci jako inhibitora ureazy - zglosic¢
do ochrony patentowej. Nieprawidtowe cytowanie lub jego brak dotyczy zwigzkoéw (—)-
50, (—)-80, 74, (-)-78, (+)-77, (+)-82, 87. Nalezy unika¢ cytowania jednoczesnie kilku
prac przy przytaczaniu danych kilku zwigzkow, tak jak to ma miejsce w przypadku
oksymow. Nie wiadomo bowiem, w ktorej doktadnie publikacji opisany zostal konkretny
zwigzek.

5. Opis danych spektroskopowych otrzymanych zwigzkéw wymaga doglebnej korekty.
Przytocz¢ tu jedynie reprezentatywny rowniez dla innych polaczen fragment opisu
widma 'H NMR zwiazku 86, w ktorym sygnat od protonéw przy atomie C-16 zostal
opisany jako kwartet z dwoma statymi sprzezenia. W rzeczywisto$ci powinien on by¢
trypletem o statej sprz¢zenia ok. 7 Hz.

6. W opisie czesci doswiadczalnej obok pomiardw skrecalnosci optycznej zwiazkow

brakuje okreslenia ich nadmiaréw enancjomerycznych. W przypadku reakcji
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zachodzacych poza centrami chiralno$ci czysto$¢ optyczna nie powinna si¢ zmieniac;

niestety brak jest tez danych dla wyjsciowych chiralnych ketondw.

Otrzymane w wyniku reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa o,f3-nienasycone estry
z uktadem alkilidenocykloheksanu poddane zostaly ocenie sensorycznej w zespole prof. Jozefa
Kuli z Politechniki Lodzkiej. Charakteryzowaly si¢ one interesujacymi z punktu widzenia
przemystu spozywczego zapachami takimi jak zapach migtowy, owocowo-ziotowy czy tez
przypominajacy przyprawy takie jak kardamon i pieprz. Pozostale otrzymane zwiazki testowano
pod katem roznych whasciwosci biologicznych. W przypadku bromolaktonow z uktadem spiranu
(96 1 97) okreslono ich aktywnos$¢ antyfidantng wzgledem plesniakowca I$nigcego i mszycy
brzoskwiniowej. Badania te zostaly wykonane odpowiednio w zespole dr hab. Maryli
Szczepanik z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz w zespole prof. dr hab. Beaty
Gabry$ z Uniwersytetu Zielonogorskiego. Lakton 96 wykazal $rednig lub dobrg aktywnosc
deterentng wobec larw i osobnikéw dorostych plesniakowca I$nigcego, znacznie stabsza
aktywno$¢ wykazano dla laktonu 97, ktory w przypadku larw testowanego owada wykazywat
wrecz cechy atraktanta pokarmowego. W przypadku mszycy brzoskwiniowej sytuacja byta
odwrotna - wigksza aktywno$¢ stwierdzono dla laktonu 96.

Kolejne badania przeprowadzone zostaly we wspolpracy z pracownikami macierzystej
jednostki Doktorantki - dr inz. Katarzyng Macegoniuk i mgr inz. Ewg Grelag. Dotyczyty one
hamowania aktywnoS$ci enzymu ureazy przez otrzymane w wyniku syntezy zwigzki i niektore
substraty reakcji, a takze aktywno$ci przciwbakteryjnej. Poszukiwanie nowych inhibitoréw
ureazy jest uzasadnione ze wzgledu na fakt, iz enzym ten jest kluczowy w metabolizmie
Gram-(—) szczepow bakterii, powodujacych infekcje uktadu moczowego i blony Sluzowej
zoladka. Z lektury rozdzialu "Badania wlasne" wynika, ze poczatkowo testy prowadzono
wzgledem oczyszczonej ureazy pochodzacej ze szczepu Sporosarcina pasteurii CCM2056TM,
z kolei w cze$ci doswiadczalnej podany jest opis wydzielenia tego enzymu z Proteus mirabilis.
Prosz¢ o wyjasnienie tej rozbieznosci. Najbardziej aktywne zwigzki testowano na aktywnos¢
wzgledem szczepow Proteus mirabilis PCM 1360 i Helicobacter pylori J99. Aktywnos¢ ta jest
okreslana przez Doktorantke raz jako "hamowanie catych komoérek" a raz jako "hamowanie

aktywnos$ci ureolitycznej". Czy Dokorantka ma na mysli hamowanie wzrostu badanych
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szczepOw, na co wskazywatoby stosowanie parametru ICs, czy jednak aktywno$¢ wzgledem
wydzielanych ureaz?

Wyniki dla oczyszczonego enzymu podano jako state inhibicji K ktore wyznaczono dla
inhibitorow niekompetycyjnych. Prosze wyjasni¢ na czym polega inhibicja niekompetycyjna
i skad wiadomo, Ze testowane zwiazki wykazuja taki wlasnie mechanizm inhibicji w stosunku
do ureazy. Opis wynikow zestawionych w Tabeli 17 na str. 68 zawiera niescistosci: Autorka
w tek$cie nie wymienia wszystkich zwigzkow aktywnych, na str. 64 ester 84 kwalifikuje jako
keton a dane zamieszczone dla niego w Tabeli 17 dla catych komorek badanych szczepoéw
w istotny sposob roznig si¢ od tych omawianych w tekscie. Jest to o tyle istotne, ze obok
bromolaktonu 98 to wlasnie ester 84 wykazal najnizsza warto$¢ stalej inhibicji wzgledem
oczyszczonego enzymu czyli najwicksza aktywnos¢. Jako zwigzek referencyjny w tych
badaniach stosowano kwas acetohydroksamowy, znany inhibitor ureazy stosowany w leczeniu
zakazen ukladu moczowego. Testowane zwigzki wykazaly nizszg aktywno$¢ od zwigzku
referencyjnego, co jednak nie dziwi ze wzglgdu na kompetycyjny mechanizm hamowania ureazy
przez ten inhibitor. Uwage zwraca natomiast pordéwnywalna z kontrolg warto$¢ ICsg 0znaczona
dla bromolaktonu 98 w tescie wzglgdem szczepu P.mirabilis PCM 1360, o czym jednak Autorka
nie wspomina w tekscie. Zwigzek ten okazal si¢ rowniez najbardziej aktywny wzgledem
H.pylori J99. Dos¢ duza rozbiezno$¢ strukturalna testowanych polgczen uniemozliwia
wyciagnigcie konkretnych wnioskow dotyczacych korelacji struktura-aktywno$¢ inhibitujaca
wzgledem ureazy. W przypadku karwonu Autorka zauwazyta jedynie wptyw konfiguracji
centréw stereogenicznych skutkujacy aktywnos$cig jedynie jego (+)-enancjomeru. Istotna byt
réwniez obecno$¢ wigzania podwadjnego w czasteczkach ketonéw monoterpenoidowych: (+)-
karwon 1 (+)-pulegon byly aktywne w przeciwienstwie do ich catkowicie lub czgéciowo
uwodornionych analogéw: (+)-dihydrokarwonu i (—)-mentonu.

Otrzymane zwiazki testowano rowniez na aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow
Escherichia coli, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus, cho¢ nie znalaztem uzasadnienia
wyboru akurat tych mikroorganizméw. W tych badaniach sposréd pochodnych tlenowych
aktywnos¢ wykazaty jedynie bromolakton 98 i ester 84, a wigc zwigzki ktore wykazywaty
rowniez najwigksza aktywnos¢ wobec szczepow 0 uzdolnieniach ureolitycznych, jednak
zdecydowanie aktywniejsze byly pochodne azotowe, a zwlaszcza oksymy karwonu (+)-106,

(—)-106 hamujace wzrost wszystkich trzech badanych szczepow. Oksym (—)-fenchonu oraz (—)-
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mentonu dziataly selektywnie wzgledem bakterii Gram-(+). Nie stwierdzono aktywnosci

oksymoéw otrzymanych z t-butylocykloheksanonu, (+)-dihydrokarwonu i (+)-fenchonu. W Tabeli

18 na str. 70 nie znalaztem wynikéw dla oksymu o numerze 103. Sposréd trzech uzyskanych

laktamow jedynie laktam 108 wykazywatl aktywnos$¢ wzgledem szczepu S.aureus. W sumie

okreslono aktywno$¢ 9 oksymow 1 3 laktamow. Do pelnej oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej  zabraklo  porownania  aktywnosci  testowanych  zwigzkow

z aktywnos$cig ktoregos$ z powszechnie stosowanych antybiotykow.

Generalnie w czgsci dotyczacej badan biologicznych omowienie wynikow jest
chaotyczne 1 mato doktadne, brak takze ich poréwnania z wynikami aktywnosci antyfidantnej
lub przeciwdrobnoustrojowej zwigzkow o podobnej budowie. Przyktadowo badaniom na
aktywnos¢ deterentng mozna bylo rowniez podda¢ laktony 98 i 99. W literaturze opisano juz co
prawda takg aktywno$¢ wymienionych zwiazkow, jednak tylko wobec szkodnikow magazynow
zbozowych. Testy wzgledem mszycy brzoskwiniowej i plesniakowca l$nigcego pozwolitoby
uzupetni¢ dotychczasowa wiedzg w tym zakresie. Badania aktywnosci inhibitujacej wzgledem
ureazy nalezato zaplanowac tak, by mozna bylo stwierdzi¢ wptyw lub brak wplywu dokonanych
modyfikacji na aktywnos$¢ uzyskanych potaczen. Przetestowano ich w sumie 18, ale nie uktadaja
si¢ one w logiczny ciag, co czyni dyskusje uzyskanych wynikéw ubozsza 1 znacznie trudniejsza.
Przyktadowo, wsrdéd badanych ketonéw monoterpenoidowych znalazly si¢ nie tylko substraty
syntez, ale takze enancjomery fenchonu. Sposrod estrow uzyskanych w reakcji Hornera-
Wadswortha-Emmonsa testowano tylko 4 potaczenia, oprocz bromolaktonéw z ukladem
cykloheksanu nalezato okresli¢ aktywno$¢ rowniez tych z uktadem spiranu itd. Szkoda, ze
Autorka z uzyskanych 10 oksymow zsyntetyzowata jedynie trzy laktamy; interesujace, czy staba
aktywnos$¢ tych ostatnich potwierdzitaby si¢ dla wszystkich zwigzkow tej grupy.

Do najwigkszych osiggnig¢ Doktorantki w trakcie realizacji badan opisanych
w dysertacji zaliczam:

1. Otrzymanie 21 tlenowych pochodnych terpenéw, w tym o$miu nowych, nieopisanych
dotychczas w literaturze (4 estrow, 1 alkoholu allilowego, 1 kwasu i 2 bromolaktonow).
Wszystkie nowe zwigzki zostaty zgtoszone do ochrony patentowe;.

2. Okreslenie charakterystyki zapachowej osmiu zsyntetyzowanych estréw. Zwigzki te
mogg znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako sktadniki mieszanin

zapachowych.
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3. Okreslenie zdolno$ci uzyskanych potaczen do inhibicji ureazy oraz zdolnosci do
hamowania  wzrostu szczepOw  bakterii 0 aktywno$ci  ureolityczne;j.
Badania te pozwolity na wyselekcjonowanie dwoch zwiazkow o stosunkowo wysokiej
aktywno$ci: nowego estru 84 oraz znanego w literaturze bromolaktonu 98. Zwiazki te
w przyszto$ci moglyby znalez¢ zastosowanie w terapii chordb uktadu moczowego czy
wrzodow zotadka.

4. Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej znanych w literaturze 13 terpenowych
pochodnych azotowych: oksymow i laktaméw, sposrod ktorych obiecujace w konteks$cie
zastosowania praktycznego sa oksymy uzyskane z obu enancjomerow karwonu ((+)-106

i (-)-106).

Podkresli¢ nalezy, iz badania aktywnosci biologicznej wykonane zostaty we wspolpracy
z innymi zespolami i o$rodkami naukowymi, co $wiadczy o cennej umiejgtnosci pracy
Doktorantki w interdyscyplinarnych zespotach badawczych. Oprocz wspomnianych 7 zgloszen
patentowych Doktorantka jest wspotautorka w sumie 10 publikacji, w tym m.in. dwoéch
artykutow przegladowych w czasopismie Mini-Reviews in Medicinal Chemistry oraz dwoch
rozdziatbw w monografii "Na pograniczu chemii i biologii".

Pomimo zauwazonych podczas lektury pracy biedow i niedociagnie¢ oraz wszelkich
uwag krytycznych, z ktorych czgs¢ ma charakter polemiczny, recenzowana praca doktorska
spetnia podstawowe wymogi okreslone w artykule 13 "Ustawy 0 stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki™ z dnia 14 marca 2003 roku. W zwigzku
z tym wnioskuje do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie

pani mgr inz. Agaty Koziot do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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