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Pomimo znaczgcego postepu, jaki dokonal si¢ w ostatnich latach w zakresie terapii
nowotworow, choroby nowotworowe pozostajg niestety jedng z gtdéwnych przyczyn zgondéw
na $wiecie. Kazdego roku w Polsce na choroby nowotworowe umiera kilkadziesiat tysigcy
0s6b, a prognozy demograficzno-epidemiologiczne na kolejne dekady sa jeszcze bardziej
niepokojace. Szacuje si¢, Ze w ciggu najblizszych pigtnastu lat liczba nowych zachorowan na
nowotwory przekroczy 30 milionéw rocznie w skali globalne;.

Oprocz choréb nowotworowych wcigz ogromnym problemem zdrowia publicznego sa
choroby infekcyjne a wsrdd nich choroby pasozytnicze chociaz w krajach rozwinigtych
bywaja postrzegane jako problem marginalny lub odlegly. Tymczasem, mimo ze Nagroda
Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny zostala przyznana w 2015 roku za odkrycie
artemizyny, stosowanej w leczeniu malarii, ,,Big Pharma” w ograniczonym zakresie inwestuje
w rozwdj nowych lekéw przeciwpasozytniczych, glownie z powodéw ekonomicznych i
niskiej oplacalnosci takich przedsiewziec. Niestety, w dobie intensywnego rozwoju turystyki 1
globalizacji obserwuje si¢ wzrastajace ryzyko przenoszenia choroéb pasozytniczych na
obszary, gdzie dotychczas one nie wystepowaly.

W $wietle powyzszych faktow nie dziwi rosnace zainteresowanie srodowiska naukowego
zardwno tematyka onkologiczng, jak i parazytologiczng. Oba te obszary badan maja istotne
znaczenie dla zdrowia publicznego i wymagajg dalszych, interdyscyplinarnych dziatan

badawczych.



Wspolczesna chemia medyczna dysponuje licznymi strategiami projektowania nowych
lekow. Jednym z powszechnie stosowanych podejsé jest synteza analogow zwigzkéw o
udokumentowanej aktywnosci biologicznej. Modyfikacje strukturalne znanych czasteczek,
nawet niewielkie, moga prowadzi¢ do istotnych zmian w ich wlaSciwosciach
farmakologicznych, w tym do znacznego zwickszenia lub zmniejszenia aktywnosci
biologicznej. Innym, coraz cze$ciej wykorzystywanym podejsciem jest repozycjonowanie
lekow, polegajgce na zastosowaniu juz dopuszczonych do obrotu substancji aktywnych w
nowych wskazaniach terapeutycznych. Strategia ta stanowi atrakcyjng alternatywe dla
klasycznego procesu opracowywania lekow, zwlaszcza ze wzgledu na skrdcenie czasu i
obnizenie kosztow zwigzanych z badaniami klinicznymi.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska doskonale wpisuje si¢ w ten nurt.
Praca doktorska Pana Michala Sulika zostala przedstawiona do recenzji w formie cyklu
siedmiu (!) publikacji opublikowanych w latach 2023-2025, w czasopismach z listy
filadelfijskiej o 1acznym wspdlczynniku oddziatywania IF = 28,4, opatrzonych 75
stronicowym komentarzem Ww jezyku polskim. Prace majag charakter opracowan
wieloautorskich. We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem. Jego udzial w
powstanie prac wynosi od 30 do 70%.
Komentarz zawiera wykaz skrotow stosowanych w pracy, streszczenie pracy W jezyku
polskim i angielskim, cele pracy, wstep, badania wilasne opisujace przedmiot badan i
komentarze do przeprowadzonych eksperymentéw, podsumowanie i wnioski oraz literature.
W czgéei literaturowej Doktorant wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania nowych lekow
przeciwnowotworowych, jak réwniez przeciwpasozytniczych. Zwraca uwage¢ na powszechng
technike stosowang w przemysle farmaceutycznym a mianowicie repozycjonowanie znanych
lekow, pordwnujac czas oraz koszty wprowadzenia nowego z takimi samymi parametrami dla
lekéw repozycjonowanych. Ponadto, szczegdtowo opisuje zardéwno budowg, jak i mechanizm
dzialania iwermektyny oraz monenzyny, znanych lekoéw przeciwpasozytniczych o
udokumentowanej w literaturze przedmiotu aktywno$ci przeciwnowotworowej, ktorych
modyfikacje strukturalne stanowia podstawe prezentowanej rozprawy doktorskiej. Jest to w
zupelosci wystarczajacy, skompensowany fragment komentarza wskazujacy na zasadnos$¢
prowadzonych badan, jak 1 ich znaczenie praktyczne.

Cele realizowanej pracy badawczej opisane sg w sposob szczegdtowy, wyczerpujacy i
klarowny.
Nadrzednym celem pracy byla synteza nowych zwigzkéw o wysokiej aktywnosci

przeciwnowotworowej i przeciwpasozytniczej.



Trzy pierwsze publikacje zostaly poswigcone analogom iwermektyny. Na podstawie
doniesien literaturowych i po analizie zaleznosci struktura-aktywno$¢ Doktorant jako miejsce
modyfikacji iwermektyny wybrat pozycje C13. Otrzymat w sumie 34 nowe pochodne. Wsr6d
nich seri¢ 22 nowych Cl3-epi-amidowych pochodnych iwermektyny, syntezowanych na
drodze amidowania prekursora C13-epi-aminowego a takze 2 pochodne bedace produktami
przegrupowania uktadu heksahydrobenzofuranowego IWR i jej aglikonu. Zaréwno sam plan
modyfikacji struktury, jak i ich przeprowadzenie wskazuja na doskonaly warsztat syntetyczny
Doktoranta oraz umiejetno$¢ wyciggania adekwatnych wnioskow z prowadzonych
doswiadczen. Oprocz syntezy spodziewanych analogdéw otrzymat zwigzki, ktoére wskazaty
nowy, mozliwy kierunek modyfikacji. Wszystkie otrzymane pochodne zostaly
scharakteryzowane metodami spektralnymi oraz wybrane analiza rentgenostrukturalna.
Wszystkie nowe zwigzki zostaly zbadane pod katem aktywnosci przeciwpasozytniczej in
vitro na modelu trypanosomatozy afrykanskiej we wspodtpracy z dr. Dietmarem Steverdingiem
z Norwich Medical School w Wielkiej Brytanii. Wigkszo$¢ otrzymanych pochodnych
wykazala wyzszg aktywno$¢é oraz lepsza selektywnos$¢ dziatania wobec pasozyta niz
prekursor czyli niemodyfikowana chemicznie iwermektyna. Dwa nowe zwigzki,
przegrupowany oraz nieprzegrupowany amid 2-chloroacetylowy wykazaty okoto 230-krotnie
wyzszg aktywno$¢ in vitro niz zwigzek wyjsciowy, poroéwnywalng z lekami stosowanymi w
leczeniu odpowiednio $pigczki afrykanskie;.

Sze$¢ zwigzkow zostalo rowniez zbadanych pod katem aktywnosci przeciwmalarycznej
wobec watrobowego stadium Plasmodium berghei we wspdlpracy z prof. Miguelem
Prudéncio z Uniwersytetu w Lizbonie. Amid acetylowy przegrupowanej iwermektyny okazal
2,5-krotnie bardziej aktywny wobec P. berghei niz niemodyfikowana chemicznie
iwermektyna.

Nowe zwiazki poddano takze ocenie cytotoksycznosci. Do badan uzyto komoérek linii
nowotworowych: raka piersi niezaleznego od estrogendéw, pluc jelita grubego oraz raka
prostaty a takze komoérek prawidtowych - keratynocytéw. Zaden z otrzymanych zwigzkéw nie
okazat si¢ bardziej] aktywny niz doksorubicyna zastosowana w badaniach jako lek
referencyjny, jednak wszystkie otrzymane analogi wykazaly wyzsza selektywnos¢ dzialania.
Otrzymane wyniki sg wartosciowe, wskazuja na dalsze mozliwe kierunki modyfikacji celem
otrzymania aktywnych zwigzkéw. Ponadto, podjeto probe okreslenia prawdopodobnego
mechanizmu dziatania cytotoksycznego syntezowanych pochodnych. Z wuwagi na
zastosowanie w badaniach komorek roznych linii nowotworowych mechanizmy dzialania

mogg byé calkowicie odmienne. Analizowano apoptozg, cykl komorkowy, poziom
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interleukiny 6 oraz stres oksydacyjny. Wykazano, ze pochodne iwermektyny moga hamowac
wzrost komérek nowotworowych i indukowaé apoptoze poprzez zalezna od mitochondriow
produkcje reaktywnych form tlenu, jak réwniez dziata¢ jako inhibitory interleukiny 6.
Kolejnym etapem pracy byla synteza nowych hybryd iwermektyny z substancjami
wykazujgcymi wysokg aktywno$¢ biologiczng. Zastosowano alkaloidy kory chinowca
(chinina, chinidyna, cynchonina, cynchonidyna), floksurydyne i azydotymidyng jako analogi
nukleotydow, N-deacetylotiokolchicyng, kwas betulinowy, artezunat i metronidazol.
Wszystkie te zwiazki posiadaja dobrze udokumentowana aktywnos$¢ biologiczng. Dzigki
zastosowaniu roznych podej$¢ syntetycznych Doktorant otrzymat seri¢ 10 biokoniugatow,
ktore zostaly nastepne zbadane pod katem ich aktywnos$ci in vitro wobec komorek
nowotworowych oraz komoérek pasozyta Trypanosoma brucei brucei.

Substratem wyjsciowym do syntezy wszystkich zwigzkéw byt blokowany w pozycji C5
aglikon iwermektyny. Synteze koniugatéw zaplanowano przy uzyciu trzech metod. Pierwsza
z uzyciem trifosgenu w obecnosci trietyloaminy pozwolila na otrzymanie polaczen z
alkaloidami kory chinowca oraz N-deacetylotiokolchicyng, w ktorych blokowany aglikon
potgczono z wybranym zwigzkiem za pomocg ugrupowania weglanowego lub uretanowego.
Metoda ta okazata si¢ nieskuteczna w syntezie koniugatéw z analogami nukleozydéw oraz
metronidazolem. Wobec czego otrzymano aktywowany prekursor iwermektyny w reakcji
blokowanego aglikonu z karbonylodiimidazolem, ktoéry nastgpnie polaczono z wybranymi
zwigzkami aktywnymi. Wszystkie otrzymane hybrydy Doktorant poddatl reakcji z kwasem
para-toluenosulfonowym w celu usuniecia grupy sililowej w pozycji C5, co pozwolilo na
otrzymanie koncowych produktéw. Synteza biokoniugatéw z kwasem betulinowym i
artezunatem obejmowala zastosowanie reakcji ,klik”, tj. 1,3-dipolarnej cykloaddycji
Huisgena katalizowanej jonami Cu(l). Wobec braku mozliwosci bezposredniego
wprowadzenia grupy azydowej w miejsce grupy hydroksylowej w pozycji C13 aglikonu
iwermektyny blokowany aglikon poddano reakcji estryfikacji z chlorkiem chloroacetylu, a
nastepnie przeprowadzono reakcje substytucji nukleofilowej z azydkiem sodu.

Wszystkie  otrzymane koniugaty zostaly scharakteryzowane za pomoca metod
spektroskopowych (*H NMR, *C NMR) oraz spektrometrycznych (ESI MS). Otrzymane
hybrydy, jak roéwniez Wszygtkie zwigzki uzyte do polaczen zostaty zbadane pod katem ich
aktywno$ci  przeciwpasozytniczej oraz  antyproliferacyjnej Badania  biologiczne
przeprowadzono w ramach wspdtpracy z zespolem prof. Marty Strugi z Katedry i Zaktadu
Biochemii Wydzialu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz

wspolpracy ze wspomnianym wezeéniej dr. Dietmarem Steverdingiem. Wigkszosé
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otrzymanych koniugatow wykazala wyzsza aktywno$é w zwalczaniu pasozytow 7. b. brucei
niz niemodyfikowana iwermektyna, a wartosci GISO wahaly si¢ w przedziale od 1,3 do 2,4
uM. Potgczenie iwermektyny z alkaloidami kory chinowca, nukleozydami oraz
metronidazolem okazalo si¢ skuteczng metoda zwigkszenia aktywnosci antyproliferacyjnej
wobec komodrek raka prostaty. Sposrdd wszystkich otrzymanych polaczen konjugat
iwermektyny z artezunatem charakteryzowal si¢ najlepszym profilem aktywnosci
biologicznej i najwyzszym wspolczynnikiem selektywno$ci, wigc pomimo zdecydowanie
nizszej aktywnosci niz doksorubicyna oraz leki przeciwpasozytnicze moze postuzy¢ jako
struktura wiodgca do dalszych badan w kontekécie poszukiwania nowych kandydatow na leki
przeciwnowotworowe i/lub przeciwpasozytnicze.

Kolejne trzy prace traktujg o modyfikacjach strukturalnych monenzyny. Pierwsza to
przedstawienie starannie zaplanowanej strategii majacej na celu wprowadzenie zwigzku
chemicznego bezposrednio do mitochondrium za pomocg ,no$nika”, zwiekszenie
przepuszezalnosci blony mitochondrialnej a tym samym wprowadzenie komdrki na szlak
apoptozy. Doktorant otrzymal 12 nowych koniugatbw monenzyny z kationem
trifenylofosfoniowym (,,no$nikiem™) za pomocg wigzania estrowego przy zastosowaniu
tacznikow alifatycznych o réznej dlugosci. Poza trifenylofosfing, do syntez uzyto takze
analogéw z réznymi podstawnikami w pierscieniach aromatycznych oraz fosfine alifatyczna
(tributylofosfing). Celem wykluczenia wptywu samej estryfikacji przeprowadzono syntezg
estru benzylowego monenzyny. Wszystkie otrzymane polaczenia przekazano do badan
aktywnos$ci antyproliferacyjnej na komoérkach pigciu linii ludzkich nowotworow, fj.
nowotworu jelita grubego, nowotworu prostaty, nowotworu piersi oraz nowotworu ptuc. Jako
zdrowe linie referencyjne wybrano ludzkie keratynocyty oraz fibroblasty pluc chomika
chinskiego. Wszystkie sole fosfoniowe monenzyny wykazaly wysoka aktywno$¢ w wobec
testowanych komorek linii nowotworowych, w tym wiele z nich bylo bardziej aktywnych niz
niemodyfikowany jonofor oraz doksorubicyna. Niestety zwigzki wykazaly efekt
cytotoksyczny rowniez wobec komorek prawidlowych, chociaz stabszy niz wobec komorek
nowotworowych. Zastosowanie réznych soli fosfoniowych pozwolito na wyciggniecie
wartosciowych zalezno$ci pomiedzy budowa a aktywnoscig co w przysztosci pozwoli na
racjonalne projektowanie kolejnych analogéw. Rowniez w przypadku tego typu pochodnych
postanowiono zaproponowaé mechanizm dziatania cytotoksycznego i tutaj takze w zaleznosci
od zastosowanej linii nowotworowej zaobserwowano rézne mechanizmy dziatania. Jednak

gléwnym celem przeprowadzonych badan byto udowodnienie, ze otrzymane hybrydy moga



byé selektywnie kierowane do mitochondriéw komérek nowotworowych, co zostato
potwierdzone.

Kolejna praca poswiecona zostata makrocyklicznym pochodnym monenzyny. Modyfikujgc
warunki reakcji mgr Sulik otrzymat trzy makrocykliczne pochodne: dwie zawierajace uklad
1,2,3-triazolu za pomocg reakcji ,.klik” zgodnie z protokotem Meldala oraz trzeci zwigzek,
bedgcy produktem makrolaktamizacji aminowej pochodnej monenzyny. Struktury zwigzkow
zostaly okre$lone metodami spektralnymi oraz dla azydku i dwéch zwigzkow
makrocyklicznych wykonano analize krystalograficzna. Kolejno oceniono zdolnos¢ nowych
zwigzkéw do koordynowania kationdéw metali. Doktorant zastosowal roztwory soli
nadchloranowych metali pierwszej (LiClO4, NaClO4, KC104, RbClO4-lub CsClO4) i drugiej
grupy (Mg(Cl04)2, Ca(Cl04)2, Sr(Cl04)2 lub Ba(ClO4)2). Tworzenie zwigzkow
kompleksowych potwierdzit za pomoca spektrometrii mas ESI MS. Dodatkowo we
wspOlpracy - z zespolem prof. Joanny Wietrzyk z Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu wykonano
réwniez badania aktywnos$ci antyproliferacyjnej. Do badan uzyto komorek czterech linii
ludzkich nowotworéw: A549 (nowotwor ptuc), MCF-7 (nowotwor piersi), LoVo (nowotwdr
okreznicy), LoVo/DX (nowotwor okreznicy oporny na dziatanie doksorubicyny) oraz linig
mysich fibroblastow BALB/3T3 jako prawidlowa. Wszystkie pochodne makrocykliczne
wykazaly nizsza aktywno$¢ antyproliferacyjng niz niemodyfikowana monenzyna, jednak
charakteryzowaly sie lepsza selektywno$cig w stosunku do komérek linii nowotworowych.
Jeden ze zwiazkéw, pochodna estrowa z uktadem 1,2,3-triazolu wykazata wysoka aktywnos¢
wobec lekoopornej linii LoVo/DX, wyzszg niz cisplatyna.

Wczesniejsze doswiadczenia promotora w syntezie zwigzkow aktywnych wobec zarodzca
malarii zaowocowaly powstaniem ostatniej z cyklu publikacji Doktoranta. Substratem do
syntez byta pochodna monenzyny majaca grupe aminowa w pozycji C26. Doktorant otrzymat
trzy nowe zwiazki, pochodna benzamidowa, pochodng mocznika oraz amid z kationem
trifenylofosfoniowym. Strukture zwigzkow potwierdzono metodami spektralnymi oraz dla
dwoch pochodnych wykonano analize krystalograficzng. Syntezowane pochodne oraz trzy
wezesniej otrzymane zwigzki o potencjalnej aktywnosci przeciwmalarycznej poddano
badaniom wobec watrobowego stadium pasozyta P. berghei. Badania przeprowadzono w
ramach wspétpracy z prof. Miguelem Prudéncio z Uniwersytetu w Lizbonie. Wszystkie
otrzymane pochodne wykazaly wielokrotnie wyzszg aktywnos$¢ przeciwmalaryczng niz lek
referencyjny - prymachina, a niektdére z nich byly bardziej aktywne niz monenzyna. Analiza

zaleznosci struktura-aktywnos¢ pozwolila na stwierdzenie, ze pochodne otrzymane w wyniku
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chemicznej modyfikacji pozycji C26 byly zdecydowanie skuteczniejsze w zwalczaniu
pasozytow P. berghei niz pochodne w pozycji Cl. Polaczenie monenzyny z kationem
trifenylofosfoniowym, niezaleznie od tego, czy bylo przeprowadzone w pozycji C1 czy C26,
nie wplyneto pozytywnie na wiasciwosci przeciwmalaryczne jonoforu. Wartosci stezenia
hamujacego ICso zaréwno dla amidu, jak i pochodnej mocznika byly bardzo niskie i wnosity
odpowiednio 6,4 nM oraz 2,9 nM. Najbardziej aktywnym zwiazkiem okazal si¢ wczesniej
otrzymany uretan, ktéry wykazat aktywno$é ponizej 1 nM (ICsp = 0,7 nM). Ponadto, co
istotne zwigzki charakteryzowaly si¢ selektywnoscia dziatania, preferencyjnie dzialajgc na
komorki pasozyta.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorant wykonat imponujaca, niezwykle wartosciowg prace
syntetyczna, ktdra $wiadezy o jego glebokim zrozumieniu badanego zagadnienia oraz
szerokiej orientacji w literaturze przedmiotu. Przedstawiona do recenzji praca wyrdznia sig
nie tylko zakresem materialu, ale réwniez dojrzatoscia. interpretacyjng i umiejetnoscia
wyciggania wnioskdw, co nadaje jej charakter swoistego podsumowania badan syntetycznych
w danej dziedzinie oraz stanowi cenny wkiad w dalszy ich rozwdj. Tak szeroko zakrojona
synteza wymagala nie tylko znakomitego warsztatu metodologicznego, ale takze duzej
samodzielnosci badawczej i intelektualne;j.

Uwazam, iz praca mgr Michata Sulika jest przykladem doskonale zaplanowanej (!) i
wykonanej (!) pracy badawczej.

Jezyk pracy jest poprawny, klarowny i adekwatny do charakteru rozprawy naukowej. Autor
poshuguje si¢ terminologig fachowa w sposéb precyzyjny, unikajac zaréwno nadmiemego
zargonu, jak i uproszczen, co sprawia, ze tekst jest przystepny, a jednoczesnie utrzymany na
wysokim poziomie merytorycznym.

Na szczegolne uznanie zastuguje rowniez szata graficzna pracy. Starannie dobrane rysunki i
tabele nie tylko wzbogacaja przekaz, ale tez znaczaco wspomagaja zrozumienie
prezentowanych tresci. Estetyka opracowania, czytelno$é uktadu graficznego i konsekwencja
w formatowaniu $wiadcza o duzej dbatosci autora o forme pracy, co dodatkowo podnosi jej
0g6lng wartos¢.

Ponadto, na koniec pragne zwrdci¢ uwage, na pozostaly dorobek naukowy mgr. Michata
Sulika. W czasie wykonywania badan wtasnych brat udzial w innych pracach badawczych o
czym $wiadczy jego bogaty dorobek publikacyjny. Zwraca rowniez uwage udziat Doktoranta
w projektach badawczych. Dwukrotnie byt kierownikiem projektu (,,Inicjatywa Doskonalosci
— Uczelnia Badawcza” oraz Diamentowy Grant) oraz wykonawcg (OPUS, SONATA). W

trakcie ksztalcenia w Szkole Doktorskiej odbyl cztery staze naukowe. Bral udziat w

7



konferencjach naukowych. Jest laureatem wielu nagrod i1 stypendiow. Jak na mtodego
cztowieka jest to dorobek imponujacy!

7 uwagi na szeroki panel badan, interdyscyplinarnos¢ oraz znaczenie uzyskanych wynikow,
jak rowniez aktywno$¢ publikacyjng mgr. Michata Sulika wnioskuj¢ o wyroznienie rozprawy
doktorskiej, co szczegotowo uzasadniam w oddzielnym pi$mie.

Podsumowujac, stwierdzam, ze wszystkie cele badawcze zostaly zrealizowane. Rozprawg
doktorskg uwazam za niezwykle interesujgca oraz nowatorska, w pelni spelniajgca
wymagania stawiane rozprawom doktorskim..

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne UAM w

Poznaniu wniosek o nadanie mgr. Michatowi Sulikowi stopnia doktora nauk chemicznych.



