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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Czerwonki,
zatytutowanej ,,Synteza i badania aktywnosci biologicznej pochodnych zwigzkéw naturalnych —
salinomycyny i kolchicyny”,
wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Chemiczna modyfikacja zwigzkéw pochodzenia naturalnego od lat dostarcza ludziom
uzytecznych produktéw, dosé wspomniec sztuczny jedwab, bawetne strzelniczg, gume, margaryne czy
bioestry. Wprowadzajac do czgsteczek substancji bioaktywnych okreslone zmiany strukturalne dazy
sie do wzmocnienia korzystnych wtasciwosci i ostabienia niepozgdanych (np. toksycznosci,
niestabilnosci) czy rozszerzenia zakresu dziatania (niekiedy prowadzi to do nowych potaczen
o catkowicie odmiennych, nieoczekiwanych cechach i mozliwych zastosowaniach). Generalnie
podejscie takie jest uzasadnione, jesli dysponujemy zwigzkiem, ktéry jest izolowany ze Zrddet
naturalnych w wystarczajgcych ilosciach i o odpowiedniej czystosci, a ktérego synteza bytaby zadaniem
trudnym i kosztochtonnym (zwtaszcza w przypadku ztozonych chiralnych uktadéw o okreslonej
stereochemii). Nie oznacza to braku wyzwan dla chemika-syntetyka: nierzadko wymagane jest
opracowanie przeksztatcen, ktére (np. ze wzgledu na obecnos¢ kliku grup funkcyjnych) bedg chemo-,
regio- i stereoselektywne. Modyfikacja struktury dwoéch zwigzkéw o obiecujgcej aktywnosci
antyproliferacyjnej, salinomycyny oraz kolchicyny, stanowita przedmiot badan opisanych w pracy
doktorskiej mgr Dominiki Czerwonki. Rozprawa powstata na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu pod opieka prof. dr. hab. Adama Huczyriskiego, a promotorem pomocniczym
byt dr Michat Antoszczak.

Praca ma charakter kompilacji — sktada sie na nig szes$¢ publikacji oryginalnych, ktérych pani
Czerwonka jest wspétautorkg, we wszystkich wymieniong na pierwszym miejscu. Artykuty zostaty
opublikowane w dobrych i bardzo dobrych czasopismach (IF w granicach 2,8-4,4, 70-140 punktéw
ministerialnych; jedno nowe czasopismo jeszcze nie otrzymato punktacji). Z oswiadczen Doktorantki,
promotorow i pozostatych wspdétautoréw prac wynika jednoznacznie, ze wykonata ona zdecydowang
wiekszos$¢ badan eksperymentalnych w zakresie syntezy i charakterystyki opisywanych zwigzkow,
a takze czes¢ badan biologicznych. Mozna zatem stwierdzié, ze przedstawiony cykl spdjnych



tematycznie publikacji moze stanowi¢ podstawe jej pracy doktorskiej. Interesujgcym zabiegiem jest
okreslenie procentowego wktadu poszczegdlnych autoréw, co mozie mieé istotne znaczenie dla
przysztych procedur awansowych czy nagrod; dziesiecioprocentowy udziat promotora wydaje mi sie
jednak niedoszacowany.

Zestaw szesciu artykutéw poprzedzony jest przewodnikiem zawierajgcym zwiezte
wprowadzenie, okreslenie celu badan oraz skondensowany opis najwazniejszych uzyskanych wynikéw.
Wstep poswiecita Doktorantka problematyce ograniczonej skutecznosci stosowanych obecnie terapii
przeciwnowotworowych oraz wykorzystaniu zwigzkéw pochodzenia naturalnego w projektowaniu
nowych lekéw. Na tym tle zaprezentowane zostaty dwa zwigzki wiodgce wykorzystywane podczas
opisanych w doktoracie badan, salinomycyna i kolchicyna. Autorka wymienia ich zrédta pochodzenia
oraz podstawowe zastosowania terapeutyczne. W opisie salinomycyny zabrakto mi wskazania jej
ograniczen, ktére sktaniajg do modyfikacji podstawowe] struktury. Warto byto tez pokrétce
przedstawi¢, jakich przeksztatcen dokonano juz podczas dotychczasowych badan, chocby tylko
prowadzonych w grupie prof. Huczynskiego, ktory zajmuje sie tym zwigzkiem od ponad 10 lat. Podobne
zastrzezenie dotyczy takze badan nad kolchicyna.

Cel pracy jest jasno przedstawiony, chodzito o wprowadzenie takich zmian strukturalnych,
ktére dawaty szanse na zwiekszenie selektywnosci salinomycyny i kolchicyny. Wymagato to
zaprojektowania odpowiednich syntez, ich wykonania, wyizolowania, oczyszczenia i identyfikacji
produktéw (niekoniecznie takich, jak planowane), a nastepnie — juz we wspodtpracy ze
wyspecjalizowanymi grupami badawczymi — zbadania aktywnosci antyproliferacyjnej. Koicowym
efektem miato by¢ okreslenie wptywu okreslonych modyfikacji na dziatanie pochodnych zwigzkéw
bazowych na komérki nowotworowe, taka korelacja mogtaby nastepnie by¢ wykorzystana w dalszych
badaniach zmierzajacych do uzyskania optymalnej struktury.

Prezentacje szeSciu publikacji poprzedza jeszcze wprowadzenie do stosowanych technik
analitycznych oraz do badan aktywnosci biologicznej (to drugie uwazam za zdecydowanie bardziej
przydatne). Jako pierwsze opisuje Doktorantka trzy artykuty dotyczace modyfikacji salinomycyny
w pozycjach 1 i/lub 20. W pierwszym z nich wykorzystano przeksztatcenie grupy karboksylowej z C1
w serie amidéw trzeciorzedowych, dla czesci z nich przeprowadzono réwniez selektywne utlenianie
grupy hydroksylowej na C20. Mgr Dominika Czerwonka otrzymata tacznie 21 takich pochodnych.
Z opisu nie wynika, czym kierowata sie dokonujac takich wtasnie transformacji i dobierajgc okreslone
aminy do reakcji. W przypadku publikacji Il takie uzasadnienie pada, inspiracja byfa praca grupy Wu
dotyczaca epimeryzacji salicynomycyny w pozycji 20. Doktorantka otrzymata 26 zwigzkéw z odwrdcong
konfiguracjg C20 (cze$¢ réwniez podstawionych na C1): estréw, weglandw i uretandw. taczac uzyskane
informacje o pozytywnym wptywie epimeryzacji (z wtasnych badan) oraz wprowadzenia podstawnika
aminowego w pozycje 20 (doniesienie z grupy Rodrigueza), postanowita nastepnie zsyntezowac 18
amin drugo- i trzeciorzedowych przytgczonych do atomu (S)-C20 w czteroetapowe] procedurze.
Wszystkie pochodne salinomycyny zostaty wykorzystane w testach antyproliferacyjnych, przy czym
w przypadku artykutu 1l byty one prowadzone z udziatem Doktorantki. Na szczegdlng uwage zastuguje
uzyskany wynik dla zwigzkéw z podstawnikiem dietyloaminowym i dipropyloaminowym w potozeniu
epi-20, wykazujgcych wyjatkowo duzg cytotoksycznos¢ w stosunku do linii komdrek nowotworowych,
przede wszystkim tych o cechach komérek macierzystych. Uzupetniajgca informacja
o miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym potwierdza wtasciwy kierunek przeprowadzonych
modyfikacji.



Opis trzech publikacji poswieconych modyfikacji kolchicyny poprzedzita Autorka
wprowadzeniem wskazujagcym do dodatkowe trudnosci zwigzane z pracg z tym alkaloidem. Jedng z
nich jest tautomeryzacja, ktérej warto moze byto poswieci¢ nieco wiecej uwagi, bo nie jest to typowa
prototropia, a przeniesienie grupy metylowej. Nasuwa sie tez pytanie, czy skoro przeksztatceniu sprzyja
Srodowisko kwasne i podwyzszona temperatura, to czy mozna unikngé komplikacji nie uzywajac kwasu
i obnizajgc temperature podczas stosowanych manipulacji? Drugim z mozliwych probleméw (oba
rzeczywiscie wystgpity podczas pracy nad doktoratem) jest podatnos¢ kolchicyny na fotoizomeryzacje
oraz fotodimeryzacje.

Modyfikacje wyjsciowego alkaloidu opisane w pracach IV-VI obejmowaty wszystkie trzy
pierscienie i polegaty m.in. na wprowadzeniu podstawnikéw estrowych w miejsce metoksylowych
w pierScieniach A (pozycja 1, dla tiokolchicyny) lub C (pozycja 10/9) oraz fragmentéw aminowych badz
amidowych w pierscieniu C lub/i B (w tym drugim przypadku réwniez dla tiokolchicyny). Znaczna
podatnosc zwigzkdw opisanych w publikacji V na dziatanie swiatta sprawita, ze Doktorantka otrzymata
tez ich fotoizomery (mechanizm ich powstawania stanowit przedmiot dodatkowych badan), co
zwiekszyto pule pochodnych do 52. Wszystkie zostaty scharakteryzowane i sprawdzone w testach
antyproliferacyjnych, a czes¢ pochodnych aminowych opisanych w pracy VI okazata sie bardziej
aktywna i selektywna od kolchicyny. Mozna sie spodziewac, ze zwigzki te bedg przedmiotem dalszych
badan.

Syntezy przeprowadzone przez mgr Dominike Czerwonke wskazujg na dobre opanowanie
procedur eksperymentalnych stosowanych w chemii organicznej, a takze najwazniejszych technik
analitycznych uzywanych do identyfikacji oraz charakterystyki otrzymanych pochodnych, w
szczegdlnosci spektroskopii NMR (*H, 3C), w tym technik dwuwymiarowych, niezbednych do
okreslenia struktury niektérych produktow. W przypadku badan opisanych w publikacji Ill, w trakcie
stazu w Instytucie Curie w Paryzu, Doktorantka uczestniczyta tez osobiscie w testach aktywnosci
biologicznej.

Zaprezentowany przez Autorke opis badan wifasnych jest oczywiscie bardzo skrétowym
przedstawieniem tresci publikacji, pojawiajace sie ewentualne watpliwosci mozna rozwiaé, siegajgc do
prac umieszczonych w dalszej czesci rozprawy.

Wprowadzenie do rozprawy przygotowane zostato bardzo starannie, z duzg dbatoscig o strone
graficzng. Bardzo cenne sg czytelne, opracowane z zastosowaniem klucza kolorystycznego schematy,
w syntetyczny sposdb prezentujgce przeprowadzone przeksztatcenia. To duze utatwienie dla czytelnika
(np. recenzenta), bowiem w niektdrych przypadkach ujecie to jest bardziej klarowne niz w publikacjach
oryginalnych. Na rysunku 10 mozna byto zaznaczy¢ stereochemie potaczenia pierscieni C i D, cho¢
jednoznacznie wynika ona z tekstu.

Komentarz napisany jest w sposéb spdjny i logiczny. Autorka postuguje sie poprawng
polszczyzng, jezyk przewodnika jest wtasciwy dla opracowan tego typu. Z rzadka pojawiajg sie
niezrecznosci stylistyczne, np. na str. 37 czytamy, ze ,struktura tego zwigzku nie uniemozliwia mu
wigzania sie z kolchicynowym miejscem wigzagcym w tubulinie”. Interpunkcja nie budzi wiekszych
zastrzezen, zabrakto raptem kilku przecinkéw. Drobne btedy nie utrudniajg lektury.

Trudno oczywiscie doszukiwaé sie powaznych uchybien w artykutach opublikowanych
w renomowanych, recenzowanych czasopismach naukowych. Zaskoczyt mnie jednak fakt, ze tylko w
jednej publikacji (w ACS Organic & Inorganic Au) zwigzki scharakteryzowano wysokorozdzielczg
spektrometrig mas, a w pozostatych wykonano jedynie pomiary z niskg rozdzielczoscig. W przypadku
pracy V w Journal of Organic Chemistry charakterystyka zwigzkéw zostata uzupetniona o analize



elementarng. Wskazuje to na wyzsze wymagania czasopism ACS dotyczgce identyfikacji i okreslenia
czystosci zwigzkéw, bardzo istotnych z punktu widzenia ich wykorzystania w badaniach biologicznych.

W pracy V zabrakto mi natomiast szczegétdw dotyczacych fotoizomeryzacji otrzymanych
pochodnych pod wptywem s$wiatta stonecznego. Wiemy, ze po 5 dniach z ich roztwordéw
wykrystalizowaty produkty przeksztatcenia, jednak co pozostato w roztworze? Z jakg wydajnoscig
zachodzi ten proces, czy obserwuje sie go rowniez dla probek statych? Wydajnosci okre$lone zostaty
dla przemiany wywotanej przy pomocy lampy rteciowej; nastgpita catkowita konwersja substratéw,
a gtéwne fotoprodukty wyizolowano z wydajnoscia 31-61%. Co sie stalo z pozostaty czescig
substratéw, czy badano mieszanine poreakcyjng przy pomocy NMR?

Na ile problem fotoizomeryzacji pod wptywem S$wiatta stonecznego jest istotny dla innych
badanych pochodnych, opisanych w pracach IV i VI?

Wprowadzone modyfikacje nakierowane byty przede wszystkim na zmniejszenie toksycznosci
zwigzkéw bazowych dla komdrek niezmienionych chorobowo, z zachowaniem aktywnosci wobec
komérek nowotworowych. Innym problemem, o ktérym wspomina Autorka, piszac o kolchicynie, jest
ograniczona biodostepnos¢. Czy nowe pochodne sg pod tym wzgledem lepsze? W badaniach
biologicznych stosowane byty roztwory w DMSO, to ogranicza dos¢ istotnie mozliwos$¢ ewentualnych
zastosowan terapeutycznych. Czy rozwazane byto otrzymanie pochodnych rozpuszczalnych w wodzie?

Zastanawia mnie takze, czy nie warto bytoby pokusic sie o wsparcie planowanych przeksztatcen
o elementy obliczen, zwtaszcza w przypadku kolchicyny, w przypadku ktdrej postuluje sie okreslony
mechanizm dziatania (oddziatywanie z tubuling). Oczywiscie wyniki dokowania molekularnego i tak
wymagajg weryfikacji, ale mogg sugerowad okreslone kierunki dziatania.

Wymienione w recenzji watpliwosci i dostrzezone uchybienia nie wptywajg na ogdlng bardzo
pozytywng ocene rozprawy. Jej Autorka, mimo przeciwnosci, uzyskata wiele wynikéw noszacych
znamiona nowosci naukowej. Na uwage zastuguje ogrom wykonanej pracy: ponad 120 otrzymanych
pochodnych (blisko 100 nowych) salinomycyny i kolchicyny oznacza, ze nalezato przeprowadzi¢ kilka
razy tyle reakcji, rozdzieli¢ produkty i je scharakteryzowaé. Oczywiscie, jak nalezato sie spodziewaé, nie
wszystkie modyfikacje wyjsciowych uktadow poprawity ich witasciwosci, ale kilka wyizolowanych
zwigzkéw ma wyrazny potencjat, ktdry, mam nadzieje, zostanie w petni wykorzystany.

Warta podkreslenia jest znaczgca aktywno$¢ naukowa mgr Dominiki Czerwonki, ktéra jest
wspotautorka 9 publikacji - oprécz 6 wchodzacych w sktad rozprawy sa to artykuty w European Journal
of Medicinal Chemistry (2 prace, jedna z nich réwniez dotyczy modyfikacji salinomycyny i zastanawia,
czemu nie zostata wiaczona do rozprawy) oraz Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. Wyniki
swoich badan zaprezentowata w postaci posteréw na 7 konferencjach. Byta kierownikiem grantu NCN
Etiuda 8 oraz wykonawcg w pieciu innych projektach. Mimo pandemii odbyta w 2021 roku dwa
kilkumiesieczne staze naukowe. To bardzo dobre osiggniecia na tak wczesnym etapie kariery
naukowej.

Podsumowujac, praca doktorska spetnia okreslone stosownymi przepisami wymagania, a takze
przyjete standardy akademickie, co pozwala na postawienie wniosku o przyjecie rozprawy
i 0 dopuszczenie mgr Dominiki Czerwonki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



