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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anety Baj p.t. ,,Synteza
i badania strukturalne nowych analogow witaminy E”

Przedstawiona do recenzji praca zostala wykonana w Zaktadzie Chemii Produktow Naturalnych
Wydziatu Biologiczno - Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku pod kierunkiem prof. UWB dr hab.
Stanistawa Witkowskiego. Rozprawa zatytulowana jest ,Synteza i badania strukturalne nowych
analogow witaminy E”, jednak moim zdaniem zakres badawczy pracy wykracza poza sformutowany
temat. Doktorantka wykonata dodatkowo dla wybranych zwigzkéw badania aktywnosci antyoksydacyjnej
z wykorzystaniem testu DPPH oraz analizy kinetyki inhibicji autoksydacji styrenu oraz kumenu. Ponadto
dla 1-karba-a-tokoferolu przeprowadzone zostaly badanmia oddzialywania z modelowymi blonami
z wykorzystaniem techniki DSC oraz spektroskopii UV.

Rozprawa Pani mgr Anety Baj napisana jest w sposob klasyczny z podzialem na ,,Wstep
literaturowy”, ,,Badania wilasne”, w ktorej to czesci Doktorantka przedstawia tok prowadzonych badan
i dyskutuje uzyskane wyniki, oraz ,Cze$¢ eksperymentalng” zawierajgcg precyzyjny opis
przeprowadzonych syntez oraz charakterystyke spektroskopowa poszczegolnych uzyskanych w toku
pracy zwigzkoéw. Moim zdaniem taki schemat pracy ulatwia czytelnikowi $ledzenie toku badawczego
prowadzonego przez Doktorantke, a z drugiej strony stanowi fatwa w uzytkowaniu biblioteke danych
spektroskopowych oraz przepisow syntetycznych. Warto przy tym nadmienié, ze wszystkie trzy czesci sa
odpowiednio zréwnowazone pod wzgledem objetosci tekstu. Praca napisana jest w sposob przejrzysty
oraz poprawny jezykowo, liczne rysunki, schematy i tabele ulatwiaja analize toku badawczego oraz

uzyskanych przez Doktorantke wynikéw. W pracy zacytowanych jest 368 pozycji literaturowych, co



rowniez $wiadczy o dobrym przygotowaniu Pani mgr Anety Baj do realizacji podjetego tematu
badawczego.

Przedstawione w pracy badania wlasne skladaja si¢ z dwoch czesci tworzgcych spojng catosé.
W pierwszym etapie Doktorantka zaprojektowala synteze, otrzymala oraz dokonala charakterystyki
spektroskopowej (‘H NMR, “C NMR, IR) szeregu nowych wczesniej nieopisanych w literaturze
analogéw witaminy E. W grupie tej byly pochodne tokoferolu i Troloksu, w ktérych pierscien chromanu
zastgpiony zostal ukladem tetraliny oraz nowe desmetylowe pochodne Troloksu i PMHC. Dodatkowo
w ramach pracy otrzymata seri¢ analogoéw o-tokoferolu modyfikowanych w pozycji C-2, ktore postuzyly
jako zwiazki modelowe w badaniach strukturalnych oraz antyoksydacyjnych przeprowadzonych
w kolenych rozdziatach pracy. Warto podkreshi¢, ze samodzielna synteza wykorzystanych w pracy
zwigzkoéw modelowych wptynela korzystnie nie tylko na kosztorys prowadzanych badan, ale rowniez
zwigkszyla do$wiadczenie Pani mgr Anety Baj jako chemika syntetyka i z pewnoscia jeszcze lepiej
przygotowato do prowadzenie dalszych projektow naukowych w tej dziedzinie.

W drugiej czesci pracy zatytulowanej ,Badania strukturalne” Doktorantka przeprowadzita
analiz¢ dynamiki molekularnej wybranych karbaanalogow tokoferolu oraz ukltadow modelowych
zawierajacych pierécien chromanoli. W badaniach wykorzystata techniki spektroskopii 'H oraz “C
NMR w roztworze polaczone z analizg temperaturowe)j zaleznosci ksztattu linii w widmie NMR. Celem
badan bylo okreslenie wplywu atomu tlenu w pierScieniu chromanu oraz charakteru podstawnika przy
weglu C2 na dynamike oraz preferencje konformacyjne w grupie pochodnych tokoferolu. W pierwszym
etapie przedmiotem analizy byly modelowe pochodne chromanolu. W badaniach przeprowadzonych dla
pochodnych acetylowych wykazano, ze bariera inwersji pierscienia zalezy od charakteru podstawnika
przy weglu C2, a o wiarygodnos$ci otrzymanych wynikow $wiadezy to, ze wyznaczone parametry A G sa
zblizone do literaturowych danych wyznaczonych dla inwersji pierscienia w acetylowej pochodnej
PHMC. Waznym aspektem byto réwniez oszacowanie preferencji konformacyjnych. Do oceny ilosciowe]
populacji konformeréw wykorzystano widma “C NMR z odwrotnym bramkowaniem, a jako
uzupelnienie tej analizy zastosowano metody obliczeniowe DFT. Doktorantka wykazala, ze obecnos¢
grupy karbonylowej w miejscu podstawienie wegla C2 prowadzi do preferencji konformacji aksjalnej
tego podstawnika. Wyniki znalazly potwierdzenie w analizie rentgenostrukturalnej wykonanej dla
Troloksu. Analogiczne badania Doktorantka przeprowadzila dla nieopisanych wczesniej w literaturze,
zsyntetyzowanych w ramach pracy pochodnych karbaanalogow oraz desmetylowych pochodnych
Troloksu. W badaniach wykazano, ze dla zwiazkéw zawierajagcych pierscien tetraliny preferencja
konformacyjna jest podobna jak w przypadku pochodnych chromanolu, z przewaga konformacji
z aksjalnym potozeniem podstawnika. Postulowana przez Doktorantke rola grupy metylowej jako zawady
sterycznej zostala potwierdzona w badaniach przeprowadzonych dla pochodnych desmetylowych. W
zwigzkach tych nastgpowala zmiana preferencji konformacyjnej na potozenie ekwatorialne. Na podstawie
pomiaréw temperaturowych NMR Doktorantka wykazala, ze wprowadzenie grupy metylenowej
w miejsce atomu tlenu w pierscieniu chromanu obniza barierg potencjatu przejscia konformacyjnego oraz

zwigksza dynamike ukfadu.



Dla wybranych zwiazkéw zostaly wykonane rowniez badania aktywnosci antyoksydacyjnej,
w ktorych wykazano, ze pochodne zawierajace w strukturze pierscien tetraliny maja nizsza aktywnosé
antyoksydacyjng w poréwnaniu do pochodnych chromanolu, co potwierdzito hipoteze dotyczaca
kluczowej roli heterocyklicznego atomu tlenu w aktywnosci antyoksydacyjnej witaminy E.

W mojej ocenie temat podjety w dysertacji jest istotny z punktu widzenia nie tylko poszukiwania
nowych zwiazkow o aktywnos$ci antyoksydacyjnej, ale réwniez ma wplyw na lepsze zrozumienie na
poziome molekularnym mechanizmu aktywnosci biologicznej zwigzkow z grupy witamin E. Wydaje sie
rowniez, ze uzyskane w doktoracie zwigzki warto przebadaé pod wzgledem aktywnosci
farmakologicznej. Pochodne tokoferoli o obnizonym potencjale antyoksydacyjnym sa postulowane jako
ligandy mitochondrialnego kompleksu II o aktywnosci proapoptotycznej, dlatego dla zsyntetyzowanych
W pracy zwigzkow warto przeprowadzi¢ badania w kierunku aktywnosci przeciwnowotworowej.

Po zapoznaniu sie z trescig dysertacji mam kilka uwag i pytan, ktére nasunely mi si¢ w trakcie
czytania pracy.

- Dlaczego do oszacowania populacji oraz bariery inwersji dla pochodnych chromanolu
wykorzystano tylko sygnal wegla C2? Dla czeci zwigzkéw mozna bylo wykonaé réwniez analize
innych sygnaléw. Dla zwiazku 142 w widmach “C NMR (rys 42) widoczne jest podwojenie sygnalow
rowniez innych atoméw wegla np.: C3, C8. W przypadku karbaanalogéw taka analize wykonano dla
kilku sygnatéw w widmie, a zblizone wyniki §wiadcza o wiarygodnosci uzyskanych parametréw.

- W opisie 1 dyskusji struktur rentgenograficznych niejasne jest czy wyniki analizy
rentgenostrukturalnej sa wynikami uzyskanymi w ramach pracy doktorskiej. Jesli tak jest, to brak jest ich
opisu w czescei eksperymentalnej.

- W pracy Doktorantka wspomina, ze w strukturze XRD R/S Troloxu "zawarto$¢ komorki
elementarnej stanowi jedna molekula" (str. 104). W rzeczywistosci wystepuja dwie molekuly
w komoérce elementarnej Z=2, ale ze wzgledu na wystepujaca symetrie ukladu w czesci asymetrycznej
komorki elementarnej jest tylko jedna czasteczka Z'=1 (CCDC 1483208).

- W pracy nie wspomniano w jaki sposob byta wyznaczana populacja konformerow otrzymana na
podstawie obliczen DFT (najprawdopodobniej na podstawie statystyki Boltzmanna, ale nie jest to
Sprecyzowane w pracy).

Doktorantka w trakcie redagowania pracy nie ustrzegla sie rowniez drobnych niedociagnieé
Jezykowych i edytorskich:

- W schemacie na rysunku 50 zamiast "R’= COOCH;" i "R’= COOH" powinno by¢ R’=CH;
1 R’=H; ‘

- schemat nr 17, odwrécenie kierunku strzatek od substratu do produktu zwigkszyloby jego przejrzystosé;
- na rysunku 38 brak jest pochodnej 165, ktora wspomniana jest w tekscie, w opisie czesci syntetycznej
zwigzek 165 to produkt posredni w syntezie zwigzku 166;

- str. 70 sformulowanie ,,wygenerowang pochodna” jest moim zdaniem niefortunne, do generowania

shuzy generator a Doktorantka wlasnorecznie zsyntetyzowata te pochodna;



- pojawiajace si¢ w pracy sformutowania ,ostry sygnal” jest kolokwializmem i powinno by¢ raczej
zamienione na waski sygnat. To samo dotyczy sformutowania ,,pik”, w spektroskopii NMR uzywa sig¢
pojec¢ ,,sygnal” lub ,linia rezonansowa”. Rowniez pojecie ,,rozmycie sygnatu” powinno by¢ zastgpione
na ,,poszerzenie sygnahu”;

- str. 114 sformutowanie ,oddzialywania anizotropowe” jest moim zdaniem nieprawidlowe
(oddzialywania moga by¢ dipolowe, Zeemanowskie (taka jest ich natura fizyczna) powinno to byé
sformulowane jako anizotropia oddziatywania;

- str. 120 wydaje sig¢, Zze lepszym sformulowaniem zamiast ,parametrem opisujagcym zwigzek” jest
okreslenie ,,parametrem opisujacym aktywnos¢ antyoksydacyjna zwiazku”;

- tabele 111 17, wyniki w tych tabelach powinny by¢ prawidtowo zaokraglone;

- str. 64 podwojenie sygnalu w widmie NMR nie $wiadczy o polimorfizmie, a moze wskazywac na
wystegpowanie dwoch czasteczek w asymetrycznej czgsci komorki elementarnej (polimorfizm zwigzany
Jjest z wystepowaniem zwigzku w kilku odmianach krystalicznych).

Te drobne uwagi nie wplywaja jednak na wysoki poziom niniejszej dysertacji.

W mojej ocenie dysertacja Pani mgr Anety Baj $wiadczy o tym, ze Doktorantka jest osoba w
pelni przygotowana do prowadzenia badan naukowych, temat badawczy podjety w pracy jest istotny
z naukowego punktu widzenia, za§ uzyskane w doktoracie wyniki poszerzaja wiedz¢ zwigzang z chemia
pochodnych tokoferoli. Chcialby rowniez podkresli¢, ze Doktorantka jest wspolautorem 10 publikacji
o zasiegu migdzynarodowym, przy czym w trzech publikacjach jest pierwszym autorem co na tym etapie
pracy naukowej jest duzym osiagnigciem.

Na podstawie przedstawionej do oceny pracy stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Anety
Baj pt. "Synteza i badania strukturalne nowych analogéw witaminy E" wykonana pod kierunkiem Pana
dr hab. Stanistawa Witkowskiego, prof. UwB oraz promotora pomocniczego Pana dr Piotra Walejki
spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z przepisami ustawy z dnia 14
marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki” (Dz. U. nr 65 poz. 595z poznigjszymi zmianami) i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom przedstawionej pracy doktorskiej, istotng
z punku naukowego tematyke rozprawy, oraz to, ze cze$¢ wynikow zostala opublikowana
w czasopismach zasi¢ggu mi¢dzynarodowym wnioskuje do Wysokiej Rady o wyroznienie przedstawionej

mi do oceny pracy doktorskiej.
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