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Ocena pracy doktorskiej

mgr Roberta Pluskoty

pt.
Poszukiwanie struktury wiodgcej zwiazkow o potencjalnej aktywnosci

antyproliferacyjnej opartej o czasteczke indandionu

ze wspomaganiem technik in silico
wykonana pod kierunkiem Promotora
dr hab. n. farm. inz. Marcin Koba, prof. UMK
w Katedrze Toksykologii i Bromatologii Collegium Medicum im. L. Rydygiera w

Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Sylwetka doktoranta - Ocena catego dorobku zawodowego | naukowego

Doktorant, ukonczyt jednolite studia magisterskie w 2016 roku z oceng bardzo dobra na
kierunku analityka medyczna w Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. W tym samym roku rozpoczat studia
doktoranckie na Wydziale Farmaceutycznym w Katedrze Toksykologii (obecnie Katedra
Toksykologii i Bromatologii) pod kierownictwem dra hab. n. farm. inz. Marcina Koby, prof.
UMK oraz prace zawodowa jako starszy technik w tejze Katedrze.
Doktorant od 2018 roku realizowat si¢ zawodowo w Spotce InventionBio oraz firmie Blirt
(obecnie Qiagen Gdansk), a od 2023 w firmie Polpharma Biologics na stanowisku DSP
Process Data Lead w dziale MS&T, gdzie pracuje obecnie.

Dorobek naukowy Doktoranta wyrazony jest w postaci: 11 prac naukowych o zasiggu
miedzynarodowym, 6 monografii i wielu wystgpien i plakatow zjazdowych na konferencjach

polskich i migdzynarodowych.



Laczna wartos¢ wspotczynnika oddziatywania Impact Factor z roku opublikowania prac dla
wszystkich pozycji wynosi IF: 38,523 (punktacja MNiSW: 960), co stanowi $rednig na
publikacje rowng ~3,50. To bardzo dobry wynik, stad wyrazy mojego uznania.

Recenzja pracy doktorskiej

W obecnych czasach obserwujemy zwigkszony wzrost zachorowalnosci na choroby
nowotworowe. Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata choroby nowotworowe jako druga
przyczyne zgonow na S$wiecie. Fakt ten sklania naukowcow do poszukiwania nowych
czasteczek z roznorodnymi strukturami chemicznymi 0 zastosowaniu antynowotworowym.
Niestety leczenie tych chorob jest trudne, gdyz nie jest fatwo otrzyma¢ potencjalny lek, ktory
bytby selektywny do komodrek nowotworowych, ponadto w terapii nowotworowej istotnym
problemem jest takze lekoopornos¢ oraz interakcje lekowe.

Dlatego tez, celem wspoélczesnej chemii medycznej w obszarze terapii nowotworowej, jest
poszukiwanie  zwigzkow,  potencjalnych  lekow  oddziatywujacych  na  kilka
receptorow/enzymow komorki nowotworowe;j.

Projektowanie nowych lekéw najkorzystniejsze jest, gdy uwzglednia si¢ metody
obliczeniowe. Pozwalaja one na oceng wielu mozliwosci zwigzkow chemicznych, ktore moga si¢
sta¢ lekami, przy relatywnie matych kosztach prowadzenia tego procesu badawczego. Ponadto,
metody obliczeniowe skracajg czas niezbedny do wprowadzenie potencjalnych lekéw do praktyki
klinicznej oraz umozliwiaja ograniczanie lub nawet wykluczaja prowadzenia badan in vitro i in
vivo. Zapewniajg one rowniez mozliwo$¢ zaniechania wykorzystywania zwierzat i sprawiaja, ze
badania nie beda powodowaly watpliwosci etycznych.

Dlatego tez niniejsza rozprawg doktorska przyjetam do oceny z duzym
zainteresowaniem, z uwagi na realizowang bardzo wazng tematyke zwigzang z nowoczesnych
podejsciem do syntezy i projektowania nowych zwigzkow o potencjalnym dziataniu
w chorobach nowotworowych.

W ocenianej pracy, Doktorant przedstawit mozliwosci w zakresie poszukiwania struktury
wiodacej nowej grupy zwigzkow o potencjalnej aktywnosci antyproliferacyjnej opartej o 2-
podstawione pochodne indan-1,3-dionu (1,3-IND) w oparciu o dane eksperymentalne
i ograniczony zbiér danych wejsciowych. Pragng dodac¢, ze nie zdziwit mnie fakt, wybrania do

badan, modelowania struktury juz znanej od dawna. Wigkszos¢ nowopowstajacych lekow jest
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oparta o znane juz struktury chemiczne, jednakze stosujac techniki in silico udaje si¢ poprawic¢ im

wiasciwosci fizykochemiczne, farmakologiczne czy toksykologiczne.

Podstawa o ubiegania si¢ o tytul doktora Pana Magistra sa dwie wieloautorskie
publikacje (P1 i P2) w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Doktorant w obu jest
pierwszym autorem. Dotaczone w pracy doktorskiej oswiadczenia Wspotautoréw publikacii,
potwierdzajg znaczacg oraz gtdwng role Pana Magistra w realizacje publikacji wchodzacych
w sktad cyklu. Do kazdej publikacji Doktorant zaplanowat i koordynowatl prace badawcze,
przygotowywal przeglad literaturowy, nadzorowat i przeprowadzal badania w zakresie
syntezy nowych zwigzkow, przeprowadzil ich identyfikacje nowoczesnymi metodami
analitycznymi, przeprowadzil wraz z oceng statyczng obliczenia, sformutowat wnioski
publikacyjne i przygotowat publikacje do druku.

Ponadto w pracy doktorskiej, Autor zamiescit tzw. oryginalne wyniki badan, czyli

w chwili sktadania dysertacji nie byly jeszcze publikowane.

Uktad pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pana mgr Roberta Pluskoty napisana jest starannie
I sktada si¢ z 87 stron. Zawiera ona gtowne rozdziaty (wstep, cze$¢ teoretyczng, cel pracy,
cze$¢ eksperymentalng, wnioski, streszczenia, literatura) oraz takie rozdziaty jak, m.in.:
wykaz stosowanych skrotow, publikacji wchodzacych w sklad dysertacji doktorskiej czy
publikacje pelnotekstowe. W dysertacji jest takze rozdzial dotyczacy rozwoju naukowego
I zawodowego Doktoranta.

W posumowaniu stwierdzam, ze struktura pracy doktorskiej nie budzi moich zastrzezen,
gdyz w ocenianej pracy doktorskiej sa wszystkie niezbedne rozdzialy, kolejnosé¢

rozdzialow jest wlasciwa i logiczna.

Czes¢ literaturowa - teoretyczna

Przedstawiona jest na 6 stronach i zredagowana zostala na podstawie przegladu biezacej
literatury, tematycznie zwigzanej z czeScig badawcza pracy. Doktorant podzielit ja na cztery
podrozdziaty, w ktorych przedstawit wiadomos$ci na temat: (i) wlasciwosci 2-podstawionych
pochodnych 1,3-IND, (ii) mechanizmu syntezy 2-podstawionych pochodnych 1,3-IND, (iii)
wyznaczania lipofilnosci zwigzkow oraz (iv) tworzenia modeli ilosciowej zalezno$ci

aktywnosé-struktura (QSAR).



W podsumowaniu stwierdzam, ze ten syntetyczny teoretyczny rozdzial dysertacji Pana
mgr Roberta Pluskoty wymagal wielu przemyslen i $wiadczy o doskonalym
teoretycznym Jego przygotowaniu i wysokim zaangazowaniu. Ponadto jest doskonalym

komentarzem do publikacji P1 i wprowadzeniem do cze$ci eksperymentalnej.

Cel pracy

Glowny cel badawczy ocenianej pracy jest bardzo jasno sformulowany. Doktorant, przy
pomocy swojego Promotora postanowit: po pierwsze opracowaé, wykorzystujac techniki in silico,
sposob wytwarzania nowej grupy zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci antyproliferacyjnej opartej
0 ,,na starej” strukturze 1,3-IND, po drugie okresli¢ potencjalng uzytecznosci uzyskanych struktur
przed realizacjg badan przedklinicznych. Doktorant w pracy opisat szczegétowo jak postanowit
zrealizowaé w/w cele. Zatozyl, ze w trakcie realizacji niniejszej eksperymentéw zostanie
m.in.: (i) wyselekcjonowana struktura, ktora postuzy do budowania kolejnych zwigzkoéw
chemicznych o coraz korzystniejszych wtasciwosciach leczniczych, (ii) wyjasniona zasadno$¢
stosowania ré6znych modyfikatorow organicznych w trakcie wyznaczania parametru logkw
zgodnie z modelem Snydera-Soczewinskiego, (iii) wyznaczona dla opisanych pochodnych
1,3-IND baza dodatkowych parametréw pozwalajacych na okreslenie potencjalu omawianych
zwigzkow chemicznych do zastosowania w farmakoterapii (ang. drug-likness properties).
W/w cel badan wraz zalozeniami, Doktorant realizowal w siedmiu etapach, ktore
szczegdtowo opisal w dysertacji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze podjecie przez Doktoranta w/w watkow
badawczych, z kilku obszarow chemii medycznej uwazam za uzasadnione i bardzo
ciekawe i wazne z punktu widzenia zaréwno naukowego jak i aplikacyjnego. O waznosci
wynikow $wiadcza tez dotychczasowe dwie publikacje w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym i wysokim wspoélczynniku oddzialywania IF, a mianowicie:

Molecules oraz Mini-Reviews in Medical Chemistry.

Ocena metodologii badan i wnioski
Czgs¢ eksperymentalng, Doktorant podzielit na dwa etapy, a mianowicie: (i) prace
laboratoryjne oraz (ii) symulacyjno-obliczeniowe.
W pracach laboratoryjnych Doktorant dokonat:
> syntezy na drodze kondensacji aldolowej oraz oczyszczania  wybranych
nowosyntezowanych pochodnych, stosujac metody krystalizacji, rekrystalizacji
i liofilizacji, a uzyskane produkty zidentyfikowat metodami NMR i MS,



» badania lipofilowosci uzyskanych nowych pochodnych 2-arylopodstawionych
pochodnych 1,3-IND.z wykorzystaniem RP-LC,
» wyznaczenia parametrow do oceny potencjatu w farmakoterapii, m.in. 0szacowano
warto$¢ dawki substancji, ktora zabija 50% badanej populacji (toksyczno$¢ ostra) - LDS0,
» klasyfikacji uzyskanych zwigzkow ze wzgledu na ich toksycznos$¢ ostra,
» oceny aktywnosci antyproliferacyjnej wobec wybranych ssaczych linii komorkowych oraz
zdolnosci do oddziatywania uzyskanych nowych pochodnych z biatkami.
Stwierdzam, poprawno$¢ merytoryczna realizowanych eksperymentow przez Pana Magistra,
ponadto dodam, ze otrzymane wyniki byty zweryfikowana przez niezaleznych Recenzentow
w procesie peer review, gdyz staly si¢ one podstawa publikacji w czasopismie o zasiegu
mi¢dzynarodowym Molecules. Jako farmaceuta i analityk, po zapoznaniu si¢ z publikacjg
uwazam, ze wyniki zostaly przedstawione rzetelnie, a warto§¢ naukowa i aplikacyjna tej
publikacje jest bardzo wysoka.

Czgé¢ badawczg publikacji Doktorant rozpoczyna od przedstawia opisu syntezy

nowych zwigzkow, podaje wzory (symbole A-K) otrzymanych struktur 2-podstawionych
pochodnych 1,3-IND, ktore byly wykorzystywane do dalszych etapow badan. Podkresle, ze
ten etap pracy wymagatl nie tylko znajomosci z zakresu syntezy, ale takze z obszaru analizy
struktur chemicznych. Doktorant wykorzystujac nowoczesne metody indentyfikacyjne,
a mianowicie NMR i MS okreslit perfekcyjnie strukture syntezowanych zwigzkow.
Kolejne wyniki przedstawione w publikacji wymagaly od Doktoranta, z kolei warsztatu
analityka, gdyz ocenit lipofilowos¢ otrzymanych nowych zwigzkow metoda
chromatograficzng. Po wyznaczaniu parametru lipofilowosci Pan Magister uzyskat pierwszy
cenny wniosek, ze nowosyntezowane zwigzki posiadajg wlasciwosci fizykochemiczne, ktore
predestynuja do stania si¢ lekiem.

Kolejnym krokiem byla ocena aktywnosci biologicznej. Doktorant w publikacji
bardzo szeroko omowit przeprowadzone badania i otrzymane wyniki. Wykazat si¢ bardzo
dociekliwy 1 ostrozny w formowaniu wnioskéw, gdyz zwigzki wykazywaly r6zng aktywnos¢
biologiczng. Najkorzystniejszym z syntezowanych zwiazkéw okazatl si¢, wedlug
przeprowadzonej analizy zwiazek 3H, gdyz pokonywat bariere krew-mozg oraz jednoczenie
nie wykazywat wtasciwosci rakotworczych i mutagennych. Bariere krew-mozg pokonuje tez
pochodna o najwyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej — 3G, ale wstepne badania wykazaty,
moze by¢ rakotworcza i/lub mutagenna. Badania te sg bardzo cenne i wymagaty od

Doktoranta sporo wiedzy z obszaru biologiczno-farmakologiczno-toksykologicznej. Ponadto,



warto podkresli¢, ze w tej publikacji Doktorant nie tylko przedstawil swoje wyniki, ale takze

zamie$cil dojrzata pod wzglgdem naukowym i merytorycznym ich dyskusjeg.

Koncowe badania dotyczyly modelowania aktywno$ci biologicznej. W pracy
doktorskiej w rozdziale pt.: Modelowanie aktywnosci biologicznej, Pan Magister oméowit
szczegdtowo wybor metodologii badan (wyniki oryginalne, niepublikowane). Doktorant
zdecydowat si¢ na technike regresji wielorakiej ze wszystkimi jej rodzajami. Metodologia ta
pozwolita na wybor trzech modeli. Dalej w tym rozdziale Doktorant szczegétowo opisuje
wybrane modele, przyporzadkowuje im réwnania matematyczne. Doktorant w pracy
przedstawil oryginalne wyniki. Podkresle fakt, ze owe wyniki zostaty nie tylko wilasciwie
opatrzone dyskusja, ale takze zostaly uporzadkowane i perfekcyjnie przedstawione na
schematach, w tabeli czy wykresach. Badania te zastuguja na moje uznanie. Obszar
modelowania aktywnosci jest trudny, a analizujac wyniki przedstawione przez Doktoranta nie
zauwazytam btedow merytorycznych. Doceniam fakt, ze Doktorant ma sporg wiedze nie tylko
syntetyczno-analityczng, ale takze matematyczno-statystyczng, co potwierdzit w swobodnym

postugiwaniu si¢ programami Statistica 13.3 i Exel.

Podsumowanie koricowe
Jestem przekonana, ze Doktorant w pelni zrealizowala zaplanowany szeroki
i nowatorski program badan, a uzyskane przez Niego wyniki zawieraja elementy
nowosci naukowej. Na szczegdlna uwage zasluguje profesjonalizm badawczy
Doktoranta w réznych obszarach nauki, ktéry zapewnil wysokg jakos¢ i rzetelnos¢
wynikow oraz umiejetnos¢ ich prawidlowej dyskusji/interpretacji.

Moim zdaniem do najwazniejszych osiagni¢¢ Doktoranta w obszarze zalozonego
celu badan, mozna zaliczy¢, ze:
e struktura chemiczna 2-[(4,7-dimetoksynaftalen-1-ylo)metylideno]-1H-indeno-1,3(2H)-
dion (3G): (i) jest prosta w otrzymywaniu i oczyszczaniu, (ii) cechuje si¢ wysoka
aktywnoscia antyproliferacyjna o charakterze przedluzonym wobec komorek raka
szyjki macicy oraz ludzkiego niedrobnokomérkowego raka pluca, (iii) ma relatywnie
niska toksycznosci, (iv) wykazuje aktywno$¢ po podaniu doustnym, czyli moze okazaé
sie¢ wlasciwg strukturg do opracowywania nowej grupy lekéw przeciwnowotworowych,
e aktywno$¢ antyproliferacyjna 2-podstawionych pochodnych indan-1,3-dionu zalezy
przede wszystkim od: (i) masy czasteczkowej, ktora jest zalezna od ilosci atoméw C, (ii)

lipofilowosci oraz (iii) ilo$ci wiazan w obrebie czasteczki,



e metody obliczeniowe do wyznaczania parametrow lipofilowosci moga zastapié
parametry wyznaczane eksperymentalnie,

e w przypadku badania zwiazkow niepolarnych do wyznaczania parametru logkw,
bedacego chromatograficzna interpretacja lipofilowosci, lepszym modyfikatorem

organicznym fazy ruchomej jest metanol niz acetonitryl.

Jako recenzent czytajac prace zauwazytam pewne okreslenia, ktére nie sa zalecane
w opisywaniu procedur w takich dysertacjach np., cytuje jedno z takich okreslen...pdlprodukt
samoistnie opuszczal srodowisko reakcji, ponadto dobrze bytoby doprecyzowac niektore
procedury, cytuje z pracy...procedura odbywata si¢ w temperaturze pokojowej z dodatkiem

katalizatora...moja sugestia o podanie temperatury i katalizatora.

Wyzej wymienione uwagi/komentarze sg jedynie drobnymi sugestiami i nie wptywaja na
merytoryczng warto$¢ pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko. Ponadto, pozwolg sobie
konczac recenzje zada¢ pytanie, wynikajace z mojej dociekliwosci: czy zastanawiatl sie Pan
moze nad realizacjqg badan na wiekszq skale, np. z przemystem, z inng jednostkqg badawczg?
Uzyskane wyniki Pana badan sq bardzo obiecujqce, dlatego szersze badania sq tu jak

najbardziej uzasadnione.

Rozprawa doktorska Pana mgr Roberta Pluskoty jest praca nowatorska, aplikacyjna
i warto$ciowg i wnosi elementy poznawcze do obszaru nauk farmaceutycznych, czyli
spelnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim. Zwracam si¢ z prosbg do

Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne o wyroznienie rozprawy doktorskiej.

Whioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Farmaceutyczny
Collegium Medicum w Bydgoszczy o kontynuowanie dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

UNIWERSYTET MEDYCZNY
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
. Katedra i Zakiad Chemii Farmaceutycznej

Reata Stomuy

Prof. dr hab. Beata J. Stanisz



