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Wroclawskiej z dnia 22 listopada 2017 r.

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Koziot byta
synteza nowych tlenowych i azotowych pochodnych terpenoidowych, zbadanie ich aktywnosei
przeciwbakteryjnej, deterentnej oraz wlasciwosci zapachowych.

Rozpowszechnione w przyrodzie pochodne terpeniodowe to dobrze znana grupa
zwiazkow organicznych o zréznicowanych wlasciwosciach biologicznych. Terpeny wykazujg
dziatanie  przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, antyutleniajace,
cytotoksyczne 1 hamujace podzialy komodrek nowotworowych. Wérdd tej grupy polaczen
znajduja si¢ rowniez takie. ktére znalazly zastosowanie jako komponenty zapachowe
i smakowe.

Podjecie przez mgr inz. Agat¢ Koziol badan nad synteza nowych pochodnych

terpenoidowych, okresleniem ich wiasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci biologicznej
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jest w petni uzasadnione. szczegoélnie wobec potrzeb opracowania nowych efektywnych metod
otrzymywania analogow strukturalnych zwiazkéw biologicznie czynnych. jak rowniez w celu
poznania korelacji migdzy struktura a whasciwosciami biologicznymi.

Recenzowana praca doktorska zredagowana zgodnie z przyjetymi standardami, liczy
113 stron i zasadniczo podzielona jest na dwie czesci: literaturowa i do$wiadczalng. Praca
zawiera wykaz cytowanej literatury, na ktéry skladajg sie 134 prace zwigzane z tematyka
dysertacji. Ponadto Autorka zamiescita wykaz dorobku naukowego jak réwniez
podsumowanie. w ktorym przedstawione zostaty wnioski

Przystepujac do oceny merytorycznej pracy stwierdzam. ze mgr inz. Agata Koziot
zrealizowala postawione cele pracy, ktore zostaly zaprezentowane dopiero na stronie 42, cho¢
w mojej opinii powinny zosta¢ sprecyzowane we wstepie. Ponadto wazna 1 integralng czes¢
dysertacji stanowia badania aktywnosci biologicznej zsyntezowanych polaczen jednak ten
aspekt nie znalazl odzwierciedlenia w tytule.

Czes¢ literaturowa poprzedza wykaz stosowanych w pracy skr6téw oraz nazw
systematycznych mikroorganizméw, roslin i owadéw, a takze wstep. W tej czesci pracy
Doktorantka scharakteryzowata polaczenia terpenoidowe, w kolejnych rozdziatach, opisujac
monotereny, terpenoidy z ugrupowaniem laktonowym, oksymy. Na podstawie przegladu
literatury przedstawila ich naturalne zrédla pozyskiwania oraz aktywnos$¢ biologiczna:
przeciwnowotworowa, przeciwdrobnoustrojowa w tym antybakteryjng 1 antygrzybicza,
przeciwzapalng, antyfidantna, a dla wybranych polaczenn monoterpenoidowych przedstawita
wlasciwosci zapachowe. Ostatni rozdzial tej czgsci pracy zostal poswigcony naturalnym
pochodnym o dziataniu inhibitujacym ureazy.

Przechodzac do uwag dotyczacych tej czescei pracy, pragne podkresli¢, ze w objasnieniu
zawartych w pracy skrotéw nie zostaly wymienione wszystkie. ktdre byly stosowane
w dysertacji doktorskiej (np. brak jest m-CBA. HPU), zatem wlasciwszym wydaje sie
zatytutlowanie tego zestawienia: objasnieniem najwazniejszych lub wybranych w pracy
skrétow. Autorka nie stosuje chronologicznej numeracji opisywanych zwiazkdw i tak na stronie
17 po tapsygarginie z kolejnym numerem 13 wymienia artemisyning i partenolid, ktérym
przypisuje odpowiednio numery 34 i 35. Ponadto cho¢ struktura tapsygarginy 13 zamieszczona
jest na Rysunku 4 tuz pod tekstem odnoszacym si¢ do jej whasciwosciach antynowotworowych
to strukture artemisyniny 34 czytelnik znajduje dopiero na Rysunku 13 na stronie 29, natomiast
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partenolidu 35 na Rysunku 14 na stronie 30. W tym miejscu prosze¢ o wyjasnienie czy
prawidlowa nazwa pochodnej 34 brzmi: artemisyninia (jak znajdujemy na stronie 17) czy
artemizynina (jak czytamy na stronie 29). Historia z brakiem chronologicznej numeracji
opisywanych zwigzkéw powtarza sie rowniez na stronach 37 1 38, na Kktérych
monoterpenoidowe zwiazki zapachowe cytowane sa w nastepujacej kolejnosci: B-ocymen 57,
nastgpnie wymienione sa: y-terpinen 63, a-pinen (£)-64 i f-pinen, (£)-65, a nastepnie geraniol
61. a potem z nizszymi numerami opisywane sa cvtronellol (—)-59. linalol (—)-58.
a w nastepnej kolejnosei cytronellal i cytral, ktére maja przypisane numery odpowiednio
(+)-60 i 62. W mojej opinii duzym ulatwieniem w przypisywaniu nazwom zwyczajowym,
whasciwej struktury byloby odniesienie w tekscie pracy do rysunkéw, na ktérych znajduja si¢
wzory strukturalne opisywanych polaczen. Z przykroscia musze stwierdzi¢, ze w rozdziale
poswieconym wihasciwosciom olfaktorycznym wybranych monterpenoidowych potaczen, ktory
przeczytalam z duzym zainteresowaniem, zabraklo przedstawienia charakterystyki zapachowe;j
dla: B-mircenu 56 i B-ocymenu 37, cytronellalu (+)-60 i cytralu 62, cytronellolu (—)-59).
linalolu (=)-58, geraniolu 61, a-pinenu (£)-64 i B-pinenu (£)-65, cho¢ podane sg nazwy
olejkéw, w sktadzie ktérych sg one dominujacymi sktadnikami. Ponadto na stronie 17 Autorka
dysertacji cytuje z numerem [45] prace naukowg Rivero i wspotpracownikéw, jednak pod
wskazanym [45] numerem czytelnik znajdzie publikacje. ktérej autorami sa: S. M. Kupchan,
D. C. Fessler. M. A. Eakin, T. J. Giacobbe. Natomiast publikacja Rivero i wspdtpracownikow
figuruje w Bibliografii pod numerem [47]. Doktorantka jeszcze kilkakrotnie w ten sam sposob
wprowadza czytelnika w blad odsylajge go do innej niz zacytowana w tekscie pracy pozycji
literaturowe;j.

Podsumowujac uwazam, ze publikacje. na podstawie ktorych Doktorantka
zredagowala czes¢ literaturowg dobrane sa prawidlowo i dobrze wprowadzajg czytelnika
w problematyke badawczg pracy doktorskiej.

Czesd¢ poswigecong omdwieniu wynikow badan wlasnych i czes¢ doswiadezalng mgr inz.
Agata Koziel rozpoczyna do przedstawienia celu pracy, ktérym jest synteza tlenowych
pochodnych terpenoidowych i niejako uprzedzajac fakty podaje tu liczbe otrzymanych
zwigzkéw (20 pochodnych tlenowych terpenoidowych, w tym siedem nowych zwiazkow 85.

86. 88, 92, 93, 951 96) cho¢ dobrze byloby te dane zaprezentowac wytacznie w podsumowaniu.
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»Rownoleglym™ celem pracy Doktorantka nazywa badania biologiczne, ktére mogly by¢
przeciez zrealizowane dopiero po otrzymaniu odpowiednich potaczen terpenoidowych.

W pierwszym rozdziale poswieconym omowieniu badan wiasnych Doktorantka opisuje
syntezg a.f-nienasyconych estrow na drodze reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa, ktérg na
stronie 43 biednie nazywa .estryfikacja Hornera-Wadswortha-Emmonsa”. Reakcja Wittiga jak
1 jej modyfikacja - reakcja Hornera-Wadswortha-Emmonsa to z cala pewnoscia jedne
z najlepszych metod syntezy alkendéw. Wyjasnienie mechanizmu jest chaotyczne i wymaga
doprecyzowania. Mechanizm reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa polega na tym, ze
deprotonowane mocnag zasada fosfoniany dietylowe (a nie trietylowe) tworzg vlidy fosforowe,
ktore jako czynniki nukleofilowe atakuja grupe karbonylowa aldehydu lub ketonu. Natomiast
Doktorantka pisze, ,.ze grupa karbonylowa ketonu reaguje z a-metalicznym fosfonianem, (...)
dajac alken w postaci olefin oraz fatwo rozpuszczalne estry w rozpuszczalnikach organicznych
lub kwasy fosforowe™. W tym miejscu prosze o zdefiniowanie ..a-metalicznego fosfonianu™
a takze jak nalezy rozumieé zdanie: ,Jesli R = H, wowczas zwiazki posrednie moga si¢

przeksztalca¢™. Ponadto stereoselektywnos$é reakceji Hornera-Wadswortha-Emmonsa  jest
podyktowana rodzajem podstawnika obecnym przy atonie wegla vlidu fosforowego, a nie
~poczatkowym dodawaniem karboanionu i zdolnosca potproduktow do osiggniecia rownowagi
w reakcji”. Kolejna uwaga dotyczy przeprowadzenia ketonu 70 w ester 75 zgodnie ze
schematem 5 nie jest to mozliwe. poniewaz Doktorantka zapomniala zamies$ci¢ na nim
wlasciwy  fosfonian. Reakcja redukcji  dwdch  sposrdd  oSmiu  zsyntezowanych
ofB-nienasyconych estrow etylowych 75 i 80 zostala opisana w sposéb lakoniczny. Aby
dowiedziec sig jaki reduktor zostal zastosowany w celu otrzymania alkoholi allilowych 87 i 88,
zainteresowany tym faktem jest zmuszony odszukaé (czterdziesci trzy strony dalej) ogdlng
procedure redukcji glinowodorkiem litu. Intersujgcy jest dla mnie powdd dla, ktérego
Doktorantka nie podjela proby redukeji pozostatych szesciu a.p-nienasyconych estrow 77, 79,
82, 84,851 86.

W wyniku znanego z literatury przegrupowania [3.3]-sigmatropowego alkoholi
allilowych 87 i 88. ktére byly produktami redukcji oraz alkoholu 91 (niewiadomego
pochodzenia) Doktorantka otrzymata y.8-nienasycone estry 90, 92 i 93. Taki wybér substratow
do przegrupowania Claisena prowadzonego metoda ortooctanowa wymaga, jesli nie
uzasadnienia to przynajmniej krétkiego komentarza.
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Kolejnym etapem badan eksperymentalnych byia standardowa reakcja hydrolizy
v,8-nienasyconych estrow. Konsekwentnie i w tym przypadku Autorka nie wyjasnia z jakich
powodow zasadowej hydrolizie poddata tylko dwa estry 92 1 94 spoérod trzech przez siebie
zsyntezowanych. Polemizowatabym tez, czy zastapienie mieszaniny etanolowego roztworu
KOH metanolowym roztworem KOH wystarcza by tego typu zamiang nazwa¢ modyfikacja
reakcji hvdrolizy. Autorka wspomina jeszcze o zmianie stosunkéw reagentow ale nie podaje
zadnych szczegolow.

W efekcie reakeji bromolaktonizacji y,6-nienasyconych estrow 90. 92 i 93 prowadzonej
z udziatem N-bromoimidu kwasu bursztynowego zostaty zsyntezowane odpowiednie 8-bromo-
y-laktony 96 i (=)-97. Natomiast y.3-nienasycone kwasy karboksylowe 94 i 95 Doktorantka
poddata jodolaktonizacji, otrzymujac odpowiedni d-jodo-y-lakton tylko w przypadku kwasu
95.

Ostatni rozdziat tej czesci pracy doktorskiej zawiera omowienie syntezy azotowych
pochodnych monotrpenoidoweych: oksymow i e-laktaméw. Monoterpenoidowe oksymy
Doktorantka otrzymywata z dostepnych komercyjnie ketonow w reakeji z chlorowodorkiem
hydroksyloaminy. W kolejnym etapie oksymy zastosowata jako substraty przegrupowania
Beckmanna celem uzyskania odpowiednich e-laktamow.

Do okreslenia struktury zsyntezowanych pochodnych terpenoidowych . mgr inz. Agata
Koziot zastosowala spektroskopie w podczerwieni oraz protonowy i weglowy magnetyczny
rezonans jadrowy, a takze wysokorozdzielcza spektrometrie mas. Pragng w tym miejscu
nadmieni¢, ze zasadnym byloby zamieszczenie przynajmniej fragmentéw widm 'H NMR,
ktore pozwolity potwierdzi¢ budowe nowych nieopisanych w literaturze naukowej zwigzkow.
Przedstawiajac charakterystyke spektroskopowa estru 93 Doktorantka dwuprotonowy kwartet
przy 6=4.16 ppm przypisuje ..protonom grupy CH znajdujgcych si¢ w sasiedztwie atomu tlenu”,
podczas gdy w sasiedztwie atomu tlenu obecne sa protony metylenowe ugrupowania
karboetoksylowego 1 to wilasnie one generujg ten sygnal. Pragng zwroci¢ uwageg, ze
przedstawiajac interpretacje widm 'H NMR nie stwierdza sie, ze ,.grupa COOH daje sygnal
rezonansowy (strona 51) lecz, ze proton tej grupy.

W ostatnim rozdziale czesci poswigconej oméwieniu badan wlasnych mgr inz. Agata
Koziot przedstawia wyniki badan nad aktywnoscia biologiczna zsyntezowanych pochodnych
terpenoidowych. Testy na aktywno$¢ deterentna dla d-bromo-y-laktondéw 96 i (-)-97
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przeprowadzone bylty na mszycy brzoskwiniowej (Myzus persicae Sulzer) przez zespol
naukowy dr hab. Maryli Szczepanik w Zakladzie Zoologii Bezkregowecow Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika. a na plesniakowcu I$niacym (Alphitobius diaperinus Panzer) zostaly
wykonane we wspolpracy z prof. dr hab. Beata Gabrys na Wydziale Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Zielonogorskiego. Umiarkowane i stosunkowo trwate whasciwosci deterentne
w stosunku do mszycy brzoskwiniowe] (Myzus persicae Sulzer) wykazuje bromolakton (-)-97
o czym $wiadczg dane zamieszczone w tabeli 16, jednak Doktorantka w teksécie cytuje tabele
15, w ktorej czytelnik znajdzie wyniki testow na aktywnos$¢ deterntng w stosunku do
plesniakowca I$nigcego (Alphitobius diaperinus Panzer). W mojej opinii. testy na aktywnos¢
deterntng mozna bylo przeprowadzi¢ takze dla pozostatych y-laktonow 98 i (-)-99.

Na kolejnych stronach rozdzialu poswigconemu badaniom biologicznym opisane
zostaly wyniki badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzonych we wspotpracy
z Paniami dr inz. Katarzyna Macegoniuk oraz mgr inz. Ewa Grela w Zakladzie Chemii
Bioorganiczne] Politechniki  Wroclawskiej. Tlenowe pochodne monoterpenoidowe
przetestowane zostaty pod katem dzialania inhibitujacego aktywnosci ureazy pochodzacej ze
Sporosarcina pasteurii CCM 2056TM. W tekscie pracy jednak nie znalaztam wyjasnienia na
jakiej podstawie Doktorantka przypisata im niekompetycyjny mechanizm dzialania. Ponadto
Autorka na stronie 64 wymieniajac zwigzki, dla ktorych wyznaczono aktywno$¢ ureolityczna
odsyta czytelnika do Rysunku 29. ktorego w pracy nie znalaztam. Natomiast struktury
wszystkich wymienionych potaczen znajdujg sig na Rysunku 22. Mojej uwadze nie uszio
bledne zakwalifikowanie pochodnej 84 do ketonéw. podezas gdy obecnos¢ w jego strukturg
ugrupowania karboetoksylowego (Rysunek 22) jednoznacznie dowodzi, ze mamy do czynienia
z estrem, ktory wykazal najwyzsza aktywnosei antyureolityczna.

Badaniom na aktywnos¢ w stosunku do szezepdw bakterii Proteus mirabilis PCM 1360
i Helicobacter pylori J99 zostaly poddane tlenowe pochodne terpenoidowe, ktore wykazaty
inhibitujace dziatanie w stosunku do Sporosarcina pasteurii CCM 2056TM. Sposrod
przetestowanych polaczen terpeniodowych najwyzszg aktywnoscig w stosunku do wszystkich
szczepdw bakterii wykazal bromolakton 98.

W przypadku zsyntezowanych azotowych pochodnych monoterpenoidowych
przeprowadzono testy majace na celu okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec trzech

szczepOw bakterii: Escherichia coli, Staphylococcus aureus oraz Bacillus subtilis. Jak wynika
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z tabeli 18 aktywnos¢ mikrobiologiczng zbadano dla dziewigciu ((+)-100, (+)-101, 102,
(+)-104, (-)-104, (-)-105. (-)-106, (+)-106, 107) sposrdd dziesigciu zsyntezowanych oksymow
oraz dla trzech laktamow (108, (-)-109, (+)-110). Najwyzsza aktywnoscia przeciwbakteryjna
charakteryzowaly sie oksymy karwonu (—)-106 oraz (+)-106 i wykazywaly aktywnosé
przeciwko wszystkim badanym szczepom bakterii. Po przeczytaniu tego rozdzialu uwazam. ze
wszystkie oksymy powinny by¢ przeprowadzone w pochodne laktamowe, a nastgpnie
przebadanie pod katem bakteriostatycznosci. wowcezas wnioski dotyczace ich stabe)
aktywnosci mikrobiologicznej bylyby kompletne.

W ostatnim rozdziale omowienia badan wlasnych Doktorantka przedstawia
charakterystyke zapachowg nienasyconych estrow, ktora zawiera Tabela 19. Wiasciwosci
olfaktoryczne zostaly okreslone dla siedmiu (75, (+)-77, (-)-79, (+)-80, (+)-82, (+)-85, (-)-86)
sposrod o$miu o.B-nienasyconych estrow etylowych, bedacych produktami redukcji oraz dla
jednego (92) sposréd trzech y.8-nienasyconych estrow etylowych zsyntezowanych w wyniku
przegrupowania Claisena. W tym miejscu pragne zwroci¢ uwage. ze w Tabeli 19 ester, ktérego
zapach przypomina suche igliwie sosny zostal oznaczony numerem 91 tak jak alkohol allilowy,
z ktorego byl otrzymany. Poniewaz nie znalazlam ani w tekscie pracy ani w Tabeli 19
charakterystyki zapachowej nowego estru 93, prosze o wyjasnienie czy byl to wyjatek, ktory
okazal si¢ zwigzkiem bezzapachowym? Jednak to przypuszczenie pozostaje w sprzecznosci ze
stwierdzeniem, ze: .Wszystkie z otrzymanych (...) zwiazkéw maja interesujacy profil
zapachowy™.

W mojej opinii zaprezentowane w tej czesci dysertacji badania charakteryzuja si¢ stabo
przemyslang strategia postepowania oraz brakiem dbalosci o szezegoly, ktore sa istotne nie
tylko przy interpretaciji danych spektroskopowych, ale takze przy analizie wynikéw badan nad
aktywnoscia biologiczng. Dobor zwiazkéw do badan biologicznych sprawia wrazenie
przypadkowosci. dlatego tez trudno dokona¢ analizy zaleznosci pomigdzy strukturg
testowanych zwiazkow a ich aktywnoscia biologiczna.

W czesei eksperymentalnej. mgr inz. Agata Koziol wymienienia metody analityczne
zastosowane w celu okreslenia struktury zsyntezowanych pochodnych terpenoidowych.
Ponadto opisuje testy, zastosowane w celu zbadania ich whasciwosci deterentnych . metodyke
badan nad aktywnoscig przeciwbakteryjng i antyureolityczng, jak rowniez preparatyke
przeprowadzonych syntez. W tej czesci pracy doktorskiej bardziej niz w poprzednich
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zauwazalny jest brak chronologii w numerowaniu zsyntezowanych zwiazkow. co nie utatwia
lektury pracy. Przyktadowo na stronie 78 znajdziemy opis syntezy (—)-cis-karan-4-onu, ktory
oznaczony jest numerem 50, a na nastepnej 79 stronie metode otrzymywania (—)-[(1R.4R.6S5)-
2-[4,7.7-trimetylobicyklo[4.1.0]-hept-3-vlidenojoctanu etylu 80. natomiast na kolejnej
80 stronie opisana jest synteza (+)-2-(4-rert-butylocykloheksylideno)octanu etylu 74.

Oceniajgc te czes$¢ pracy, uwazam, ze sposob w jaki Autorka wprowadza czytelnika we
wiasciwie dobrana do prowadzonych badan metodyke oceny aktywnosci biologicznej dobrze
koresponduje z czescig literaturowg recenzowanej dysertacji doktorskiej.

Pragne rowniez w tym miejscu nadmienié, ze praca zawiera bledy natury jezykowej
w tym stylistyczne i gramatyczne oraz bledy interpunkcyjne.

Wszystkie uwagi i spostrzezenia przedstawione w recenzji pracy doktorskiej mgr inz.
Agaty Koziol wymienitam z obowigzku recenzenta.

Przystepujac do podsumowania stwierdzam, ze mgr inz. Agata Koziot zsyntezowala,
nie tylko trzydziesci cztery tytulowe tlenowe i azotowe pochodne terpenoidowe, ale rowniez
wigkszos¢ z nich zostata przebadana pod wzgledem aktywnosci biologicznej. Niewatpliwym
osiggnieciem Doktorantki jest otrzymanie siedmiu nowych pochodnych terpenoidowych,
z ktérych bromolakton 98 wykazuje najsilniejsze i najbardziej pozadane wlasciwosei
biologiczne. Tym samym stwierdzam, ze zadania i cele pracy zostaly zrealizowane.
Dodatkowo, warto nadmieni¢, ze Doktorantka jest wspolautorka siedmiu artykulow 1 autorka
trzech prac naukowych oraz dziesi¢ciu zgtoszen patentowych. Ponadto wyniki przestawione
w dysertacji doktorskiej byly prezentowane na dziewieciu konferencjach naukowych.

Reasumujac. stwierdzam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, spetnia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016 r. poz. 882, 1311). W zwigzku z powyzszym
przedstawiam Radzie Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej wniosek

o dopuszczenie Pani mgr inz. Agaty Koziol do dalszych etapéw obrony pracy doktorskie;j.
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