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»Nowe pochodne graminy — synteza, analiza spektroskopowa oraz ocena

b4

aktywnosci biologicznej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Berdzik zostata wykonana w
na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof.
UAM dr hab. Beaty Jasiewicz. Przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskiej sa zagadnienia
zwiazane z opracowaniem sposobdéw syntezy nowych pochodnych graminy waznych z punktu
widzenia ich wlasciwodci biologicznych i lezy w zakresie badan prowadzonych przez grupe
badawcza promotorki pracy doktorskiej. Prof. UAM dr hab. Beata Jasiewicz od lat bowiem
prowadzi interesujace badania dotyczgce otrzymywania nowych pochodnych zwigzkéow
naturalnych o potencjalnych wiasciwosciach biologicznych. Badania te obejmuja zar6wno
synteze, charakterystyke spektroskopowa i fizykochemiczna tych substancji, jak i ich
aktywnos$¢ biologiczna.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Berdzik, wykonana pod Jej
kierunkiem, miesci si¢ w tym zakresie i dotyczy syntezy nowych pochodnych indolu
wykorzystujac do tego celu znany alkaloid indolowy, graming. Celem tej rozprawy bylo
zatem otrzymanie nowych pochodnych indolu o potencjalnej aktywnosci antyoksydacyjnej,
ich pelna charakterystyka spektroskopowa, a takze okredlenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec wybranych gatunkow grzybow i bakterii oraz badania in
silico, pozwalajace na zdefiniowanie powinowactwa pochodnych indolu do miejsc aktywnych

okreslonych domen biatkowych z wykorzystaniem dokowania molekularnego.



Oceniana rozprawa nie zostala napisana w klasycznym ukladzie pracy doktorskiej i
zgodnie z przepisami zawartymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. 2 stanowi
spojny tematycznie zbidér 4 prac opublikowanych w prestizowych miedzynarodowych
czasopismach o wysokim wspdiczynniku oddziatywania (IF) poprzedzony obszernym
Autoreferatem. Autoreferat to w zasadzie 91 stronicowa monografia zawierajgca zyciorys
naukowy Doktorantki, liste publikacji, krotki wstep 1 okreslenie celu pracy, obszerng czesé¢
literaturowa zawierajagca omoéwienie aktualnej literatury przedmiotu w zakresie
charakterystyki i reaktywnosci indolu, naturalnych pochodnych indolu i ich wiasciwosci
biologicznych z uwzglednieniem mechanizméw dzialania antyoksydantow, reaktywnosci
czasteczki graminy i jej pochodnych o znaczeniu biologicznym. Czgs¢ ta poparta jest az 200
aktualnymi i dobrze dobranymi cytacjami z literatury. Po czym nastgpuje omodwienie
wynikéw badan zawartych w zatgczonych publikacjach, syntetyczne podsumowanie, spis
rysunkéw, schematy przeprowadzonych syntez, spis literatury i streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Nastgpnie zamieszczone sa kopie publikacji wchodzacych w sklad
rozprawy zawierajace szczegOlowy wykaz odezynnikéw i materialow, stosowane metody
badawcze, otrzymane widma i rysunki oraz tabele. Wszystkie prace, stanowiace podstawe
rozprawy doktorskiej, to prace wieloautorskie. W materialach zamieszczono réwniez
o$wiadczenia okreslajace wkiad, rodzaj zadan i zakres prac wykonanych przez wspoélautorow
publikacji. Z o$wiadczen tych wynika, ze w pracach tych udziat Doktorantki w ich realizacji
byt znaczgcy, zaréwno w realizacji, jak i w opracowaniu manuskryptéw publikacji.
Analizujgc otrzymane materiaty mam pewne watpliwosci dotyczace zamieszczonych
o$wiadczen wspdtautoréw i niektdrych czesci opisu wynikéw, co przedstawiam ponizej i co
wymaga wyjasnienia:

1. Dlaczego nie ma o$wiadczen:

dr W. Kozaneckiej-Okupnik, pierwszego Autora pracy P1

mgr. Damiana Nowaka wspdtautora prac P2, P3 1 P4

oraz dr hab. J. Starzyk wspdtautorki pracy P4

2. W niektérych miejscach dziwne wydaja si¢ niektore sformulowania dotyczace
realizacji badan, jak na str. 49 ,,... zbadatam, we wspdlpracy z...., pod katem aktywnosci
cytotoksycznej...”, czy na str. 52 .,....przeprowadzitam takze badania in silico parametrow
ADME...”, kontekécie o$wiadczen wspotautoréw stwierdzajgcych, ze wykonali i

zinterpretowali te badania. To rowniez wymaga wyjasnienia.



Realizujac bardzo ambitny program badawczy mgr Natalia Berdzik zsyntezowata i
scharakteryzowata 35 nowych pochodnych graminy. Natomiast we wspdlpracy z
pracownikami Katedry Chemii kwantowej UAM przeprowadzono badania in silico, a z
pracownikami Wydziatu Biologii UAM i Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu zbadano
ich wlasciwosci biologiczne. Zwigzki te podzielita na trzy grupy w zaleznosci od
zastosowanych metod syntezy oraz uzywanych substratéw. Pierwsza grupa substancji to
zwigzki indolowo-triazolowe zawierajace linkery alifatyczne o réznej dtugosei lancucha
weglowodorowego oraz pochodne zwierajgce dodatkowo ugrupowanie fenylowe z
podstawnikami aazydometylenowymi lub pierscien ftalimidowy. Te zwigzki otrzymywala w
reakcji ,,chemii click” (CuAAC), katalizowanej jonami miedzi. Ze wzgledu na informacje
literaturowe, z ktorych wynikalo ze szerokie spektrum aktywnosci biologicznej wykazuja
dimeryczne pochodne indolu zsyntezowala cztery nowe, symetryczne dimery indolu i triazolu
z odpowiednimi lgcznikami alifatycznymi, a takze pochodne indolu zawierajace grupe
triazolowa oraz azydo- lub diazydometylobenzenowe. Struktury otrzymanych zwigzkéow
potwierdzila z wykorzystaniem analizy 'H i '°C NMR oraz widm masowych (ESI-MS).
Natomiast biorgc pod uwage fakt, iz aktywno$¢ przeciwutleniajagca wykazuja zaréwno
pochodne indolu, jak i ftalimidu, ta sama metodg zsyntezowata seri¢ pochodnych indolilo-
ftalimidowych z pierScieniem triazolowym polgczonym réznej dlugosci tancuchami
alifatycznymi. Struktury otrzymanych zwigzkow potwierdzita metodami spektroskopowymi
(NMR 1 FT-IR). We wspolpracy z Zaktadem Biologii Komorki Wydzialu Biologii UAM
okreslita aktywnos¢ hemolityczng i cytotoksycznos¢ otrzymanych zwigzkéw. Ponadto w
badaniach in silico okreSlita parametry ADME okreslajace profil farmakokinetyczny
badanych zwiazkow, wazny w potencjalnym zastosowaniu jako lekéw. Dla wybranych
substancji wykazujagcych niskg cytotoksyczno$é oraz wysoka aktywnos¢ cytoprotekcyjng
zbadano ich potencjalne dzialanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne. Aktywnos¢ tg
okreslono na podstawie powinowactwa do receptoréw biatkowych bakterii Escherichia Coli 1

grzybow z gatunku Candida Albicans wykorzystujac metod¢ dokowania molekularnego.

Druga grupa zsyntezowanych przez Doktorantke substancji to pochodne indolu i
kwasow zotciowych zawierajgce dodatkowo grupe triazolows, wykorzystujac do tego celu
wymieniong wyzej metod¢. Rowniez w tym przypadku struktury otrzymanych zwigzkow

potwierdzita metodami spektroskopowymi. Na podstawie sprawdzenia cytotoksycznosci



otrzymanych zwiazkow stwierdzita, ze acetylowe pochodne kwaséw litocholowego i
deoksycholowego, a takze formylowe pochodne wszystkich stosowanych kwaséw wykazujg
wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng. Natomiast konjugaty indolu i kwasow zolciowych z
pierécieniem triazolowym charakteryzuja si¢ znacznie nizsza aktywnoscig tego typu.
Wrykorzystujge metody modelowania molekularnego poréwnano wptyw poszczegdlnych grup
na domeny biatkowe bakterii Escherichia coli 1 grzybow z gatunku Candida albicans i
wykazano, ze wszystkie przebadane pochodne wykazuja potencjalng aktywnos¢

przeciwbakteryjna i przeciwgrzybiczna.

Trzecig grup¢ otrzymanych pochodnych indolu stanowia N-podstawione estrowe
pochodne indolu zawierajagce w pozycji C3 grupe etoksymetylowg i dodatkowo ester N-
acetylo-3-metyloindolu i kwasu 2.5-dihydroksybeznoesowego. Metodami spektroskopowymi
potwierdzita struktury otrzymanych pochodnych. Sprawdzono réwniez aktywnos$¢
cytotoksyczng tych substancji i wykazano, ze wigkszo$¢ z nich dziata hemolitycznie wobec
erytrocytéw ludzkich w stezeniu 0,1mg/ml, jedna pochodna nie powodowata hemolizy
krwinek czerwonych a trzy kolejne (z podstawnikiem alifatycznym) zaliczono do zwiazkow
hemokompatybilnych. Jednakowoz obnizenie st¢zenia tych zwigzkéw o jeden rzad, do
stezenia 0,0lmg/mL spowodowato zredukowanie ich aktywno$ci hemolitycznej, co
umozliwilo zbadanie ich aktywnosci cytoprotekcyjnej. Sposrod badanych zwigzkéw
najwyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg wykazaly pochodne =z  podstawnikami
fenylooctanometylowymm, pentanianometylowym 1 benzoesowym. We wspolpracy z
Katedrg Gleboznawstwa i Mikrobiologii, Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu zbadano aktywno$¢ przeciwbakteryjna tych
zwigzkéw wobec szczepOw Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Escherichoia coli i
Pseudomonas fluorescens. Z badanych zwiazkow jedynie pochodna z podstawnikiem octano-
teri-butylowym hamowata wzrost bakterii Bacillus subtilis. Natomiast wigkszo$¢ z tych
pochodnych wykazata intersujacg aktywno$¢ przeciwgrzybiczng wobec gatunkow Alternaria
alternata, Fusarium culmorum, Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride 1 Botrytis
cinerea. Mozna bylo zatem skonstatowaé, ze wiekszos¢ zwigzkow nalezacych do tej grupy to

potencjalne substancje przeciwgrzybiczne.

Biorac pod uwage fakt, iz zsyntezowane zwigzki to pochodne substancji naturalnych o

ciekawych wlasciwosciach biologicznych uwazam, ze przedstawiona do oceny monografia to



bardzo szeroki i interesujacy przyklad pracy syntetycznej o potencjalnym znaczeniu
praktycznym. Uwazam, ze bardzo dobrze przygotowany byt autoreferat zawierajacy obszerny
przeglad literatury przedmiotu i omoéwienie wynikéw badan. Doceniam ogrom pracy
syntetycznej i badan strukturalnych potwierdzajgcych strukture otrzymanych zwigzkow, co
mozna stwierdzi¢ na podstawie zamieszczonych kopii publikacji, a szczeg6lnie suplementow
do nich. Na uwage zashuguje rowniez fakt szerokiej wspoélpracy ze specjalistami z réznych
dyscyplin naukowych co znacznie wzbogaca te pracg i dobrze swiadczy o szerokich
zainteresowaniach mgr. Natalii Berdzik. W tym miejscu jednak mam jedna uwage. Analizujac
dostarczone materialy trudno jest stwierdzi¢ ktére badania, oczywiscie oprécz syntezy i

badania struktur zwigzkéw, Doktorantka wykonata osobiscie.

Nie mam wiekszych zastrzezen dotyczacych merytorycznej strony publikacji
przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prace te zostaly bowiem gruntownie
ocenione przed opublikowaniem przez odpowiednich recenzentéw, tym bardziej ze zostaly

opublikowane w czasopismach o wysokiej renomie.

Na podstawie lektury publikacji wchodzacych w sklad rozprawy przypuszczam, ze
Doktorantka sprawnie postuguje sie jezykiem angielskim. Na uwage zashuguje fakt, iz
Autoreferat jest bardzo dobrze napisany i zawiera tylko kilka drobnych biedéw literowych, w

szerokim w kofcu materiale, ktorych nie warto nawet wymieniac.

Podsumowujgc chcialbym stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera wiele elementow nowosci naukowe;.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki do$wiadczalne, sposéb interpretacji oraz wnioskowania
wskazuja, ze mgr Natalia Berdzik wykazata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych i wniosta istotny wklad w rozwdj badan z zakresu chemii organicznej, a
szczegOlnie syntezy nowych zwigzkOw organicznych, na bazie substancji pochodzenia
naturalnego, badania ich budowy czasteczkowej i okreSlenia aktywnosci biologicznej. Po
zapoznaniu si¢ z rozprawg mgr Natalii Berdzik stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa
spelnia wszelkie wymagania stawiane w Ustawie o tytule naukowym i stopniach

naukowych rozprawom doktorskim i wnosz¢ o jej dopuszczenie do dalszych etapow
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przewodu doktorskiego.






