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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Andrusiak
pt. ,,Opracowanie efektywnej metody syntezy ksantohumolu, badanie jego
wlasciwosci i enkapsulacja”

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska magister Joanny Andrusiak
zrealizowana zostala w ramach doktoratu wdrozeniowego, w oparciu 0 uUmMowg
trojstronng pomiedzy Doktorantka, przedsigbiorstwem Syntex Technologies Sp. Z o.0. i
Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab.
Jacek Scianowski z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, a opiekunem ze strony
przedsigbiorstwa Syntex Technologies Sp. Z o.0. dr Marcin Budny.

Rozprawa poswigcona jest opracowaniu nowej metody syntezy ksantohumolu,
naturalnie wystepujacego chalkonu zawierajgcego grupe prenylowa (3-metylobut-2-
enylowa). Jest to zwigzek wystepujacy w zenskich kwiatostanach chmielu majacy silne
wiasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybiczne czy antywirusowe. Z
tego powodu jest on wykorzystywany, migdzy innymi, w kosmetykach chronigcych skore
przed starzeniem czy w suplementach diety. Poniewaz zawartos¢ ksantohumolu w
zenskich kwiatostanach chmielu jest niewielka a jego izolacja z materiatu naturalnego
poprzez wielokrotne ekstrakcje mato efektywna, to opracowanie chemicznej metody
syntezy tego zwigzku wydaje si¢ zadaniem w peni uzasadnionym i celowym. Dodatkowo
Doktorantka postanowita zbadaé mozliwos¢ zwigkszenia stabilnosci ksantohumolu,
ktory ma sklonnoé¢ do ulegania wewnatrzczasteczkowej addycji-1,4, tworzac jego
kompleks z cyklodekstryna.
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Ocena formalna

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter badawczo-wdrozeniowy i
zawiera 116 stron. Jej uktad jest klasyczny i typowy dla rozpraw doktorskich. Obejmuje
ona streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skr6tow, spis tresci,
wstep z zarysowanym celem pracy, cze$é literaturows przedstawiajaca aktualny stan
wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy (29 stron), wyniki badan wilasnych z
podsumowaniem (27 stron), oraz czgé¢ eksperymentalng zawierajacg procedury
syntetyczne i analize fizykochemiczng otrzymanych pochodnych (32 strony).
Uzupehieniem tresci rozprawy jest spis literatury liczacy 131 pozycji. Oddzielny
zatacznik przedstawia dorobek naukowy Doktorantki, na ktéry skladaja si¢ trzy
publikacje w czasopismach z tzw. ,listy filadelfijskiej”, trzy patenty oraz dwie
prezentacje posterowe na konferencjach krajowych. Doktorantka realizowala tez dwa
granty wydziatowe. Z wymienionych pozycji jedna publikacja i dwa patenty dotycza
tematyki, ktéra opisana jest w rozprawia doktorskiej.

Podsumowujac stwierdzam, ze pod wzglgdem formalnym praca spelnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim.

Ocena merytoryczna

Cze$é literaturowa

Cze$é literaturowa rozprawy rozpoczyna si¢ od informacji na temat
ksantohumolu, sposobu jego izolacji ze zrédel naturalnych, biosyntezie, wiasciwosci
biologicznych i opisanych w literaturze metod syntezy. Ten fragment czesci literaturowe;
bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy. W drugiej, obszerniejszej czesci
oméwione s3 opisane w literaturze sposoby wprowadzania grupy prenylowej do
pierécienia aromatycznego. To, w mojej opinii najciekawszy fragment czesci
literaturowej, w ktérym pokazano jak mozna wprowadzi¢ grupg prenylowa
wykorzystujac  przegrupowania  Claisena  oraz para-Claisena w  obecnosci
wysokowrzacych rozpuszezalnikéw, a takze roznych kwasow Lewisa. Omowione sa tez
metody wykorzystujgce metalowanie ukladéw aromatycznych, kompleksy metali
przejéciowych czy reakcje bezposredniego C-alkilowania fenoli halogenkiem prenylu.
Na koniec oméwione sg budowa i wtasciwosci cyklodekstryn oraz ich zastosowania w
przemysle farmaceutycznym do tworzenia kompleksow z lekami co wplywa na ich
wlascwosci farmakokinetyczne i ulepsza formulacje odpowiednich postaci lekow.

W mojej ocenie czes¢ literaturowa dobrze wprowadza czytelnika w aktualny stan
wiedzy dotyczacej omawianych w rozprawie zagadnien i bardzo dobrze $wiadczy o
przygotowaniu Doktorantki do realizacji zamierzonego celu badan.
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Cze$é ta napisana jest klarownym jezykiem i czyta jg si¢ z przyjemnoscig. Z
obowiazku recenzenta przedstawiam kilka drobnych uwag.

1) Z reguly dla opisywanych reakcji podawana jest wydajnos¢, ale dla metody
otrzymywania ksantohumolu z wykorzystaniem zmodyfikowanych genetycznie
drozdzy (str. 21) wydajnosci nie podano.

2) Brak odnosnikéw do testéw ksantohumolu na nowotworowych liniach
komorkowych (str. 22).

Badania wlasne

W rozdziale Wyniki i dyskusja przedstawione zostaty badania przeprowadzone
przez Doktorantke. Zdecydowana wigkszo$¢ tego rozdziatu poswigcona jest probom
opracowania nowej metody syntezy ksantahumolu i optymalizacji poszczeg6lnych
reakcji. Poczatkowo Doktorantka odtworzyla jedng z metod literaturowych otrzymujac
wzorzec ksantohumolu. Nastepnie opisane sg rozne sekwencje reakcji, w ktérych
Autorka, wykorzystujac migdzy innymi reakcje¢ prenylownia pierécienia aromatycznego,
przegrupowanie Claisena i kondensacj¢ Claisena-Schmidta, po kilku modyfikacjach
§ciezki syntetycznej, otrzymata w koficu oczekiwane pochodne ksantohumolu z
zablokowanymi grupami hydroksylowymi w pozycji 2 w stosunku do podstawnika
prenylowego. Zastosowanymi grupami zabezpieczajacymi byly grupy metylowe lub
benzylowe.  Niestety, okazalo  si¢, ze  przeksztalcenie  otrzymanych
dimetyloksantohumolu i dibenzyloksantohumolu w wolny ksantohumol jest
nieefektywne mimo wyprébowania bardzo réznych warunkéw deprotekeji. W kolejnej
probie syntezy ksantohumolu Autorka postanowila wykorzystaé reakcje sprzegania
Suzuki-Miyaury do wprowadzenia grupy prenylowej do pierscienia aromatycznego.
Udalo jej sie otrzymaé, zablokowany grupami benzylowymi, 2-bromorezorcynol, ktéry
przeksztatcita w odpowiedni kwas boronowy, a ten w reakeji sprzggania z bromkiem
prenylu dat prenylorezorcynol zablokowany grupami benzylowymi. Autorka stwierdza
w tym miejscu, ze uzyskane rezultaty potwierdzily zasadno$¢ dalszego rozwijania tej
metody syntezy. Niestety, za stowami nie poszly czyny i w pracy na prézno szukac
dalszego rozwiniecia tej metody. Mam nadziejg, ze Doktorantka na obronie wytlumaczy
sie z tej niekonsekwencji. Powstaje tez pytanie, czy w $wietle poprzednich niepowodzen
przy deprotekcji pochodnych benzylowych ksantohumolu tym razem udaloby si¢ te
reakcje efektywnie przeprowadzic.

W kolejnym fragmencie opisana jest udana synteza ksantohumolu
wykorzystujaca naturalny flawonoid — naringening, jako substrat. Kluczowym etapem tej
syntezy bylo przegrupowanie Claisena w obecnosci Eu(fod)s jako katalizatora. Autorka
podkre$la, ze ,jokazalo si¢, ze mozna przeprowadzi¢ t¢ reakcje w fagodniejszych
warunkach (chloroform, 70°C)” (str. 61). Nie podaje jednak od jakich warunkéw byty
one lagodniejsze. Sama zreszta pisze w czeéci literaturowej, ze w reakcjach
przegrupowania Claisena standardowo uzywa si¢ chloroformu jako rozpuszczalnika (str.
29). Zagadkowe jest tez zdanie ze strony 60 ,Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze
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przeprowadzenie tej reakcji w 1,2-dichloroetanie powyzej temperatury wrzenia byto
lepsze w poréwnaniu z wezesniejszymi doniesieniami.” Czy byta proba przeprowadzenia
tej reakcji w 1,2-dichloroetanie? Jezeli tak, to dlaczego nie jest ona opisana w czgsci
eksperymentalnej? W koficowym etapie piersciei chromanowy udato si¢ otworzy¢ przy
uzyciu DBU co dato ksantohumol z dobrg wydajnoscig. Wykorzystujac t¢ sekwencje
reakcji Autorka otrzymala tez ksantohumol-ds, uzywajac CD3I zamiast CHslI na etapie
metylowania grupy hydroksylowej w produkcie przegrupowania Claisena 176. Zwigzek
ten wykorzystano jako wzorzec wewnetrzny do oznaczania stgzenia ksantohumolu w
dwéch rodzajach piw. Ostatnim fragmentem tej czgsci pracy jest opis syntezy kompleksu
ksantohumolu z y-cyklodekstryna. Autorka podaje, ze kompleks ten byl stabilny w
temperaturze 75°C przez 30 dni. Przeprowadzono tez badania wlasciwosci
antyoksydacyjnych kompleksu i stwierdzono, ze ma on trzydziestokrotnie lepsze
wlasciwosci antyoksydacyjne niz ksantohumol. Niestety, w czgsci eksperymentalnej nie
znalazlem zadnej wzmianki na temat sposobu charakteryzacji tego kompleksu. Skad
zatem wiadomo, Ze nie zmienit on swojej struktury podczas ogrzewana?

Inne uwagi do tej czesci pracy

1. Jest duza niekonsekwencja w zapisie numerdw zwigzkow. Niektore
umieszczone sg w nawiasie a inne nie. Czym kierowala si¢ Autorka
umieszczajagc numer zwigzku w nawiasie? Przyjmuje si¢, Ze numery
zwigzkow, dla ktorych nie podaje si¢ pelnej nazwy systematycznej, nie
powinny by¢ umieszczane w nawiasie.

2. Czy doktoratka ma jaki$ poglad na to skad moze wynikaé tak rézna
wydajnos$é kondensacji Claisena-Schmidta metyloketonéw 28A i 28B z
MOM zabezpieczonym 4-hydoksybenzaldehydem (str. 48)?

3. Dlaczego nie ma opisu eksperymentu hydrolizy zwigzku 30A lub 30B
przy stezeni kwasu wyzszym niz 2 M. Ile izoksantohumolu wéwczas
powstawato (str. 48)?

4. Na Schemacie 46 pokazane jest powstawanie produktu ubocznego 142
przy otrzymywaniu acetylowej pochodnej zwigzku 146. W tekscie
wspomniano tylko, ze oczekiwany produkt acetylowania powstawal z
40% wydajnoscig. Ile powstawato produktu 1427 Niestety, brak jest opisu
tej reakcji w czgsci ekSperymentalnej. To samo dotyczy zwigzkow
przedstawionych na Schemacie 45. Tez brak ich opisu w czgsci
eksperymentalne;j.

5. Brak Schematu 47 (str. 55). Ten na stronie 53 ma co prawda numer 47, ale
dotyczy innych reakcji.

6. Schemat 57 (str 61). Skr6t Me oznacza grupg metylows. Nie moze wigc
oznaczaé rowniez grupy CDs.
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Czesé doSwiadczalna

Cze$é doswiadczalna rozprawy zajmuje 32 strony. Sg tam opisane procedury
syntetyczne oraz wyniki badan fizykochemicznych otrzymanych zwigzk6éw, w tym opisy
widm 'H i 3C NMR. Niektére zwiazki sa scharakteryzowane tylko przez opis widma 'H
NMR. W przypadku cial statych, w ich charakterystyce czgsto nie ma oznaczenia
temperatur topnienia. Interesuje mnie czym kierowala si¢ Doktoranta przy wyborze
sposobu charakterystyki zwigzku. Zdziwil mnie tez fakt, Zze brak jest przepisow
eksperymentalnych i charakteryzacji dla niektérych zwigzk6w. Na przykiad brak jest
opisu eksperymentalnego i charakteryzacji dla zwigzk6w przedstawionych na Schemacie
45, 46, 47 czy 56. Natomiast przepisy preparatywne, ktére znajdujg si¢ w czesci
eksperymentalnej sg dokladne i pozwalajg na precyzyjne odtworzenie procedur, w tym
sposobu oczyszczania koficowych produktéow. Opisy widm NMR sg zgodne z przyjetymi
standardami. Bardzo pomocne dla czytelnika sa tez zalaczone struktury opisywanych
zwigzkow. Czesé ta napisana jest przejrzyscie, a Autorka trzyma sie ustalonego schematu.

Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ dobrg znajomoscig
tematyki rozprawy doktorskiej i zrealizowala zalozone cele badawcze, zgodnie ze
standardami naukowymi. Rozprawa stanowi istotny i oryginalny wktad w poszukiwanie
nowej metody syntezy ksantohumolu. Przedstawione uwagi krytyczne badz dyskusyjne
nie wplywaja w znaczacy sposob na wartos¢ naukowg rozprawy. Uwazam, ze
przedstawiona mi do oceny praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2018 roku ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”
(Dz. U. 2018 poz. 1668 z pozniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ do Rady Naukowe;j
Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie mgr. Joanny Andrusiak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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