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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

zatytutowanej: ,Zaleznosci struktura-wtasciwosci fizykochemiczne oraz struktura-
aktywnos¢ biologiczna pochodnych stilbenu”, ztozonej przez Panig mgr farm. Natalie Piekus-
Stomke Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w celu uzyskania stopnia
naukowego doktora nauk farmaceutycznych. Rozprawa doktorska zostata wykonana pod

opieka Pani dr hab. Bogumity Kupcewicz, prof. UMK.

Podstawa prawna sporzadzenia recenzji

Zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2022 poz 574 ze zm.) ,Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczna
kandydata w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej lub artystycznej. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow
wtasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub spotecznej albo oryginalne dokonanie
artystyczne.” Dlatego w recenzowanej dysertacji ogranicze sie do tych wtasnie aspektow.
Ustawowe kryteria uzasadniajace otrzymanie stopnia doktora mozna podzieli¢ na formalne
i merytoryczne. Praca zostata przygotowana na podstawie m.in. dwoch opublikowanych
i spojnych tematycznie artykutéw (z tym, ze jedna z prac ukazata sie juz po wydrukowaniu
spisu publikacji, obejmujgcych dorobek Doktorantki).



Ocena merytoryczna i metodologiczna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa posiada klasyczny uktad czyli posiada
wyodrebniang czes$¢ teoretyczng i dotaczone cele pracy oraz cze$é eksperymentalng
obejmujaca Materiaty i metody, Wyniki i Dyskusje oraz Whnioski. Wraz z zatgcznikami praca
liczy 308 stron. Czesc teoretyczna zostata podzielona na podrozdziaty obejmujgce 38 stron,
ktére wprowadzajg czytelnika w swiat badan Doktorantki, a wyniki czesci doswiadczalnej to
trzy kolejne rozdziaty umieszczone na 162 stronach, zas w czesci koncowej znalez¢ mozna spis
literatury, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz dorobek naukowy. Rozprawa
doktorska zostata opatrzona 66 rysunkami, 36 tabelami oraz 173 odnosnikami literaturowymi
(prawie wszystkie angielskojezyczne). Wprawdzie w tekscie numeracja konczy sie na 35-tej
tabeli, jednakze w tekscie rozprawy zamieszczone s3g dwie rézne tabele oznaczone tym samym
numerem 11. Tabela 10 zostata w tekscie oznaczona jako Tabela X.

Nalezy zaznaczy¢, ze materiat zawarty w dysertacji zostat czesciowo opublikowany
w jednej publikacji zatytutowanej , Hybrid cis-stilbene molecules: novel anticancer agents”
w International Journal of Molecular Sciences (zataczonej do dorobku naukowego) oraz
drugiej “Methoxy and methylthio-substituted trans-stilbene derivatives as CYP1B1 inhibitors
— QSAR study with detailed interpretation of molecular descriptors” w Arabian Journal of
Chemistry (niezatagczonej do dorobku a wydanej w sierpieniu 2022)

Doktorantka w swoich pracach badawczych zafascynowata sie strukturg sktadajgca sie
z dwoch pierscieni fenylowych potaczonych mostkiem etylenowym, pewnie nie tylko
z powodu szerokiego spektrum aktywnosci biologicznej tych zwigzkéw w kierunku dziatania
przeciwzapalnego, cyto-, kardio- i neuroprotekcyjnego, ale rowniez przeciwcukrzycowego,
przeciwmiazdzycowego a nawet depigmentacyjnego, ale przede wszystkim ze wzgledu na to,
ze pochodne stilbenu pozwalajg na szereg badan, oceniajacych ilosciowo zaleznosci struktura-
wtasciwosci (QSPR) oraz struktura-aktywnos¢ (QSAR). Najbardziej obiecujacg aktywnoscig
biologiczng nowo zsyntezowanych pochodnych cis-stilbenu jest dziatanie antymitotyczne
i antyangiogenne. Najpopularniejszymi, naturalnie wystepujacymi pochodnymi stilbenu s3
resweratrol, kombretastatyna oraz pterostilben, z kolei syntetycznymi s3 klomifen,
tamoksifen oraz raloksifen. Do projektowania hybrydowych zwigzkow
przeciwnowotworowych wykorzystano juz wczesniej m.in. struktury stilbenéw a rosngce
zainteresowanie hybrydami przeciwnowotworowymi zaowocowato w ciggu ostatnich kilku lat
duzg liczba doniesien na temat projektowania, syntezy oraz bioewaluacji tych hybryd.

Badania realizowane przez Doktorantke stanowig nieodtgczny element poszukiwania
nowych zwigzkéw, wykazujgcych poszukiwang aktywnos¢ biologiczng | dziatanie
farmakologiczne. Okreslenie tych zaleznosci moze przyczynié sie do przyspieszenia
i ograniczenia kosztow poszukiwania nowych substancji, o pozadanych wtasciwosciach.
Obecnos¢ wigzania nienasyconego w strukturze stilbenu umozliwia utworzenie dwoch form
diastereoizomerycznych konfiguracji trans i cis, ktore jak wykazaty badania réznia sie zaréwno
we wtasciwosciach, jak i kierunku dziatania farmakologicznego. Godnym uwagi jest fakt, ze
Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata nie tylko zwigzki opisane juz w literaturze
(pochodne trans), lecz rowniez skutecznie przeprowadzita proby otrzymania nowych
pochodnych o konfiguracji cis. Mozemy stad okresli¢ niniejszg prace jako syntetyczno-
analityczng. Nowe pochodne cis-stilbenu Autorka charakteryzowata za pomoca temperatury
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topnienia oraz analiz chromatograficznych i spektroskopowych. Tozsamos¢ zwigzkow
potwierdzona zostata poprzez wykonanie widm IR oraz 1H NMR i 13C NMR.

Za gtowny cel pracy zostato obrane wyznaczenie ilosciowych zaleznosci miedzy
strukturg zwigzkéw, opisang z uzyciem roznych deskryptorow molekularnych (wyznaczonych
na podstawie zoptymalizowanej geometrii zwigzkow czy utozenia czgsteczek w sieci
krystalicznej), a wtasciwosciami tych zwigzkow takimi jak: zdolnosé do inhibicji izoenzymu
CYP1B1, fluorescencja w stanie statym, wspoétczynnik podziatu oktanol-woda (log P). Realizacja
zatozonych celéw wykonana zostata przez Doktorantke przy udziale szeregu metod
chemometrycznych: wielokrotnej regresji liniowej (MLR), regresji metod czastkowych
najmniejszych kwadratow (PLS), regresji wektorow nosnych (SVM) oraz algorytmu
K-najblizszych sgsiadow (KNN). Autorka stusznie uznata za istotne tyko te z obliczonych modeli
regresyjnych, ktore spetniaty wybrane kryteria walidacji. Istotnym wynikiem badan byto
wykazanie wptywu wybranych elementéw strukturalnych pochodnych trans-stilbenu (gtéwnie
metoksylowych i metylotiolowych) na zdolnos¢ do inhibicji izoenzymu CYP1B1. Analizie
poddano 24 cztery zwigzki, ktorych aktywnos¢ wyrazona zostata jako ujemny log wartosci IC50
(pIC50), podzielono na dwie grupy: 20 zwigzkow (jako zestaw uczacy) i 4 zwiazki jako zestaw
testowy. Zbior uczacy zostat wykorzystany do doboru zmiennych i budowy modeli. Pozostate
zwigzki zawarte w zestawie testowym wykorzystano do oceny predykcyjnej wydajnosci
modeli. Deskryptory molekularne obliczono za pomocg oprogramowania alvaDesc po
optymalizacji zwigzku w pakiecie Gaussian 09 w PL-Grid.

Identyfikacja elementdow kluczowych dla tej aktywnosci zostata przeprowadzona przez
Autorke na drodze interpretacji skomplikowanych trojwymiarowych deskryptoréw
molekularnych. Wyniki uzyskanych badan wskazujg rowniez, na wptyw wystepujacych w sieci
krystalicznej oddziatywan miedzyczasteczkowych na wydajnos¢ kwantowg fluorescencji w
stanie statym pochodnych trans-stilbenu. Ponadto zidentyfikowano zaleinos$é miedzy
elektrofilowoscia zwigzkow, a wtasciwosciami fluorescencyjnymi. Zdolnos¢ do emisji
zaabsorbowanego swiatta w postaci fluorescenciji, ktérg charakteryzowaty sie badane zwigzki
w stanie statym stwarza potencjalne mozliwosci wykorzystania ich w optoelektronice.

Jeden z celow badawczych wymagat syntezy nowych pochodnych cis-stilbenu
0 usztywnionym wigzaniu podwojnym (co zapobiega izomeryzacji cis-trans), w ktorych
strukture wprowadzono grupe karboksylowg. Element ten, jak stusznie zauwazyta Autorka,
jest kluczowy z punktu widzenia zaplanowanych dalszych prac nad otrzymaniem potaczen
hybrydowych z kwasami hydroksamowymi, co wpisuje sie w aktualne trendy w procesie
otrzymywania nowych zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Co wiecej rezultatem przeprowadzonych badan byto takie wyznaczenie wartosci
wspotczynnika log P dla pochodnych cis- i trans- stilbenu, co ma kluczowe znaczenia dla
przewidywania losow przysztych lekow w organizmie cztowieka. Przeprowadzone badania
umozliwity skonstruowanie modelu predykcyjnego pozwalajgcego przewidywad wartosé
wspotczynnika log P na podstawie struktury zwigzkow (pochodnych cis i trans stilbenu), co
stanowito jeden z czterech zamieroznych i osiggnietych celéw pracy.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka wyciggneta stuszne wnioski:
1. Analiza QSAR wraz z pogtebiong interpretacja trojwymiarowych deskryptorow
molekularnych pozwolita na zdefiniowanie elementow w strukturze trans-stilbenéw
odpowiedzialnych za zdolnos$¢ do inhibicji izoenzymu CYP1B1. Doktorantka zaznaczyta, ze
zarowno obecnos$¢ podstawnika w pozycji 2 jednego z pierscieni fenylowych, jak i wymiana
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atomu tlenu na atom siarki oraz ograniczenie liczby podstawnikéw do trzech korzystnie
wptywajg na modelowang aktywnosc biologiczna. Ponadto badania potwierdzity uzytecznosc
chemometrycznej metody — analizy skupien w ocenie modeli predykcyjnych.

2. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w stanie statym metoksylowych pochodnych trans-
stilbenu jest zalezna od wystepujgcych w sieci krystalicznej stabych oddziatywan
miedzyczasteczkowych oraz elektrofilowosci zwigzku.

3. Obecnos¢ grupy COOH w strukturze 1,4,5-trzypodstawionych imidazoli pochodnych cis-
stilbenu istotnie ostabiata ich wtasciwosci cytotoksyczne. Uzyskane wyniki wskazuja na
koniecznos¢ w pierwszej kolejnosci zsyntezowanie i ocene wtfasciwosci potgczen
hybrydowych, w ktorych fragment cis-stilbenowy bedzie miat uktad podstawnikéow obu
pierscieni fenylowych identyczny z kombretastatyng A4.

4. Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz stanowi doskonate
narzedzie do wyznaczania wspotczynnika log P, ktérego wartos$¢ moze byc¢ prognozowana
z wykorzystaniem metody MLR (w oparciu o trzy deskryptory) lub metody PLSR. Analiza
deskryptorow wchodzgcych w sktad zbudowanych modeli predykcyjnych dowodzi, ze wartosc
log P pochodnych stilbenu zalezy od tréjwymiarowej struktury zwigzkow.

Nie mam zastrzezen dotyczgcych zarowno samej rozprawy, jak i merytorycznej strony
zebranych publikacji, przedstawionych do oceny, jako rozprawa doktorska. Zarowno te
zatgczone do rozprawy artykuty, jak i ten moim zdaniem najcenniejszy artykut (jeszcze
niedotgczony a opublikowany w sierpniu 2022r), zostaty przeciez juz wczesniej gruntownie
ocenione przed opublikowaniem przed odpowiednich recenzentéow, bedacych specjalistami
w tematyce.

Podjecie przez Doktorantke niniejszej tematyki badawczej uwazam za niezwykle istotne
w odniesieniu do rozwoju nauk farmaceutycznych. Kierunek prowadzonych badan jest
innowacyjny i uzasadniony z naukowego punktu widzenia. Natomiast realizacje podjetej
tematyki, poprzez wykorzystanie narzedzi pozwalajacych na identyfikacje wptywu zmian
w strukturze chemicznej zwigzkéow na obserwowane wtadciwosci i aktywnosé, uwazam za
nowatorska i pozwalajaca w przysztosci ograniczy¢ koszty badan eksperymentalnych.
Problemy, ktére Doktorantka skutecznie usitowata rozwigzac¢ naleza do trudnych i dosé
skomplikowanych, a tematyka dotyczaca omawianych zaleznosci stanowita wyzwanie
zarowno dla Doktorantki jak i dla recenzenta.

Doktorantka spetnia wymagania ustawowe dotyczgce ogolnej wiedzy teoretycznej oraz
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, jak rowniez zapraszania do
wspotpracy zespoty potrzebne ro realizacji zatozonego celu. Nalezy podkresli¢, ze praca
napisana jest poprawnym jezykiem, z dbatoscia o strone merytoryczng. Zamieszczone
w poszczegdlnych rozdziatach tresci dowodzg wiedzy Doktorantki (zaréwno w temacie
syntezy, jak i analizy zwigzkow) oraz umiejetnosci studiowania i analizowania probleméw
badawczych na podstawie odpowiednio dobranego pismiennictwa. Niewatpliwe, catosé
rozprawy stanowi wifasciwe przeprowadzenie zaplanowanych do realizacji celéw badan i
interpretacji otrzymanych wynikow.

Ocena dorobku

Doktorantka jest absolwentkg (z roku 2012) Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu, gdzie na Wydziale Farmaceutycznym
ukonczyta studia magisterskie na kierunku farmacja. Od 2012 r swa kariere zwigzata z Katedrg
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i Zaktadem Biofarmacji a od 2015 r z Katedrg Chemii Nieorganicznej i Analitycznej. Ponadto,
Pani magister ma pokazne doswiadczenie dydaktyczne w prowadzeniu zajec¢ dla studentéw
kierunku farmacja i kosmetologia, co wiecej pracowata w aptekach i byta wyktadowca
w Policealnym Studium Farmaceutycznym ,ESAN”. Dotychczasowa dziatalnos¢ badawcza
Doktorantki zostata uhonorowana przyznaniem szeregu nagrod oraz stypendium Rektora za
najwyzej punktowane publikacje. W zyciorysie Doktorantki warto zaznaczy¢ kierownictwo
grantu stuzacego rozwojowi mtodych naukowcow numer MN-8/WF/2016s

Catkowity dorobek naukowy Doktorantki (przedstawiony w pracy) stanowi 14 publikacji
i 0 sumarycznym wspofczynniku oddziatywania IF = 24,65 i liczbg punktow MNISW = 865.
Jednakze warto wspomnie¢, ze w pod koniec sierpnia 2022 r ukazata sie drukiem jeszcze jedna
bardzo wazna praca o IF 6.13, w Arabian Journal of Chemistry, ktéra bezposrednio zwigzana
jest z tematem dysertacji i ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem. Pani Magister jest
rowniez wspotautorem 14 prac przedstawionych na krajowych i zagranicznych zjazdach badz
konferencjach naukowych.

Niewatpliwie cecha charakterystyczng catego dorobku doktornatki jest brak
wspotautorstwa promotorki w opublikowanych przez Doktotantke pracach, zamieszczonych
w rozprawie. Jednakze ten najcenniejszy artykut z Arabian Journal of Chemistry 2022
rekompensuje wczesniejsze luki. Obie prace bezposrednio zwigzane z tematem rozprawy
zostaty przyjete do druku w czasopismach o bardzo wysokiej randze naukowe;.

Oprocz publikacji bedacych podstawag niniejszej rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalia
Piekus- Stomka jest bardzo preznie dziatajacym naukowcem o znaczgcym dorobku naukowym.
Informacje dotyczace szczegdtowego dorobku naukowego zostaty zamieszczone na korcu
niniejszej rozprawy i wskazujg na duze zaangazowanie Doktorantki w popularyzacje nauki.

Whniosek koncowy

Po analizie przedtozonej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze wnosi ona cenny wkfad
W poszerzenie wiedzy w zakresie zaproponowania nowych wynikéw w temacie zaleznosci
struktura-wtasciwosci fizykochemiczne oraz struktura-aktywnos¢ biologiczna dla pochodnych
stilbenu i ich potencjalnego wykorzystania jako srodkow wykazujgcych aktywnosé biologiczna.
Nalezy podkresli¢, ze opiniowana rozprawa doktorska zastuguje na uznanie, bowiem $wiadczy
o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym, jak i opanowaniu warsztatu analitycznego
Doktorantki. Tym samym uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Piekus-Stomki
spetnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.). Na
tej podstawie wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum
w Bydgoszczy UMK w Toruniu o nadanie mgr Natalii Piekus-Stomce stopnia doktora nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.
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