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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Beaty Bettiny Donarskiej
pt. ,Projektowanie i synteza nowych inhibitoréw elastazy pochodnych talidomidu

i ich aktywnos¢ przeciwnowotworowa”

wykonana w oparciu o uchwate nr 70/2024 Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
w Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
z dnia 16 lipca 2024 roku

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych, pod opieka merytoryczna dr. hab. Krzysztofa Z.
Laczkowskiego, prof. UMK. Jej podstawe stanowi cykl czterech spdjnych tematycznie
publikacji, w tym jednej przegladowej oraz trzech tworczych, wskazany jako osiggniecie
naukowe w rozumieniu Ustawy. Laczny wspotezynnik oddziatywania (impact factor IF)
publikacji wynosi 18.515, co stanowi 480 punktéw ministerialnych:

1. publikacja przegladowa: Donarska B., Laczkowski K.Z. Recent advances in the
development of elastase inhibitors. Future Medicinal Chemistry 2020, 12(20), 1809-1813.

publikacje twdrcze powstale w efekcie badan eksperymentalnych:

2. Donarska B., Switalska M., Plazifiski W., Wietrzyk J., Laczkowski K.Z. Effect of the
dichloro-substitution on antiproliferative activity of phthalimide-thiazole derivatives.
Rational design, synthesis, elastase, caspase 3/7, and EGFR tyrosine kinase activity
and molecular modeling study. Bioorganic Chemistry 2021, 110, 104819.

3. Donarska B., Switalska M., Wietrzyk J., Ptaziniski W., Eaczkowski K.Z.
Spectrofluorimetric and computational investigation of new phthalimide derivatives
towards human neutrophil elastase inhibition and antiproliferative activity.
International Journal of Molecular Sciences 2023, 24(1), 110.

4. Donarska B., Stawinska-Brych A., Mizerska-Kowalska M, Zdzisit\ska B., Plazifiski W.,
Eaczkowski K.Z. Thalidomide derivatives as nanomolar human neutrophil elastase
inhibitors: Rational design, synthesis, antiproliferative activity and mechanism of
action. Bioorganic Chemistry 2023, 138, 106608.

Publikacje sa wspdtautorskie. W kazdej z nich mgr Donarska jest pierwszym autorem, zag w

tej opublikowanej na famach czasopisma Bioorganic Chemistry (2023, 138, 106608) réwniez
autorem korespondencyjnym. Doktorantka przedstawita oéwiadczenia wspdtautoréw
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publikadji o ich roli oraz wktadzie merytorycznym. Analiza oswiadczen potwierdza wiodacy
wklad mgr Donarskiej w powstanie kazdej z nich. Wedle deklaracji doktorantki zostat on
oszacowany na 60 — 95%.

Formalna ocena rozprawy doktorskiej

Oceniane dziefo procz kopii ww. publikacji oraz wspomnianych oswiadczen wspétautoréw
zawiera obszerny wstep literaturowy (rozdziat II. Cze$¢ teoretyczna) utrzymany w
kontekscie tematyki badawczej podjetej w ramach rozprawy doktorskiej. Tym samym wstep
ten poswiecony jest (i) zastosowaniu talidomidu i jego analogéw w medycynie, (ii) obszernej
charakterystyce neutrofilowej elastazy, w tym jej roli w homeostazie, patomechanizmie
chorob zapalnych, rozwoju choréb nowotworowych, (iii) bardzo zgrubnej charakterystyce
technik hybrydyzacji molekularnej majacej zastosowanie w procesie racjonalnego
projektowania lekéw oraz (iv) charakterystyce ukladéw farmakoforowych o aktywnosci
przeciwnowotworowej oraz inhibitorowej wobec neutrofilowej elastazy.

Précz wspomnianego wstepu literaturowego, rozprawa doktorska mgr Donarskiej zawiera
takze obszerny i szczeg6towy opis zastosowanych metod badawczych (rozdziat IV. Czesé
eksperymentalna), komentarz prezentujacy omowienie wynikéw badan stanowiacych
podstawe pracy doktorskiej (rozdziat V. Opis przeprowadzonych badan i dyskusja
uzyskanych wynikéw — cykl publikacji) wraz z wnioskami (rozdziat VI). Cato$é opatrzona
jest spisem tresci, wykazem skrétéw, zgrabnym wprowadzeniem (rozdziat I) oraz dobrze
zredagowanym celem pracy (rozdziat III), streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,
spisem rycin i tabel, wykazem dotychczasowego dorobku naukowego oraz bibliografia
liczaca az sto dziewietnascie pozydji literaturowych.

Pod wzgledem formalno-warsztatowym rozprawa jest na bardzo wysokim poziomie.
Napisana zostata bardzo dobra polszczyzna. Jest zrozumiata i czyta sig ja bardzo dobrze.
Sporadycznie zdarzaja si¢ tzw. literéwki lub bledy interpunkcyjne, ktére nie wymagaja
szerszego komentarza. Potencjalnym obszarem do poprawy rozprawy mogtoby by¢ bardziej
szczegdtowe omowienie w Czesci teoretycznej zagadnienia dedykowanego racjonalnemu
projektowaniu przeciwnowotworowych czasteczek hybrydowych (patrz: rozdziat I1.3.
Hybrydyzacja molekularna w projektowaniu lekéw przeciwnowotworowych). Pozwole sobie
rowniez odniesc si¢ do osi konstrukcyjnej recenzowanego doktoratu — nie jestem bowiem do
konca przekonana czy umieszczenie publikacji przegladowej tworzacej cykl stanowiacy
oceniane dzieto w Czgici teoretycznej (s. 24) bylo stusznym rozwigzaniem dla zachowania
ciggltosci wywodu prowadzonego w rozprawie.

Ocena merytoryczna rozprawy

Prowadzac badania z perspektywy obranych zamierzen badawczych, autorka recenzowanej
rozprawy doktorskiej przyjeta jako ich cel zasadniczy zaprojektowanie oraz synteze nowych
pochodnych talidomidu o aktywnosci przeciwnowotworowej, ktorych molekularny
mechanizm dzialania wynikatby ze zdolnosci do hamowania aktywnosci elastazy.

Tak postawiony cel badawczy zostat z pelnym sukcesem osiagniety poprzez realizacje
siedmiu zadan szczeg6towych obejmujacych w szczegdlnosci: (i) racjonalne zaprojektowanie
oraz syntez¢ pochodnych talidomidu; (ii) ocene aktywnosci antyproliferacyjnej otrzymanych
zwiazkéw wobec linii komdrek nowotworowych oraz (iii) ocene ich toksycznosci wobec linii
komorek prawidlowych; (iv) wstepna ocene potencjatu przeciwnowotworowego
wytypowanych struktur, jak rowniez (v) oszacowanie ich wlasciwosci inhibitorowych wobec
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elastazy (wraz z kinetyka reakcji inhibicji) oraz (vi) stabilnosci chemicznej; (vii) obliczenia
mechanistyczne majgce na celu zaproponowanie, w oparciu o symulacje oddziatywan biatko
- inhibitor, molekularnego mechanizmu aktywnosci inhibitorowej zaprojektowanych
uktad6éw hybrydowych wobec elastazy.

Obrany cel badawczy doktorantka zrealizowata w ramach owocnej, wieloosrodkowej
wspdtpracy z naukowcami polskiego obszaru nauki, w tym w ramach scistej wspotpracy z
naukowcami (7) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu, (if) Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie, (iii) Katedry Biologii Komorki Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie
oraz (iv) Katedry Wirusologii i Immunologii Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w
Lublinie. Deklarowany wktad wspétautoréw w powstanie cyklu stanowiacego oceniane
dzielo ograniczat si¢ zasadniczo do wykonania pomiaréw biologicznych, zamiennie nadzoru
nad ich realizacja.

Nie zgtaszam uwag do cyklu artykutéw stanowiacych trzon dzieta przedstawionego do
oceny. Na uznanie zastuguje fakt, ze artykuly te zostaty opublikowane w kolejnosci
poznawczej. Fakt ten swiadczy o bardzo dojrzaltym warsztacie naukowym doktorantki. I tak
—jak na prace o charakterze eksperymentalnym przystato — przed przystgpieniem do prac
badawczych mgr Donarska podjeta sie skutecznej préby skatalogowania wlasciwosci
inhibitorowych azotowych zwigzkéw heteroorganicznych wobec neutrofilowej elastazy w
oparciu o rzetelnie zebrang literature z lat 2011-2020. Tym oto sposobem cykl stanowiacy
oceniane dzieto otwiera artykut przegladowy opublikowany na tamach czasopisma Future
Medicinal Chemistry (2020, 12(20), 1809-1813), wprowadzajacy czytelnika w przedmiot
rozwazan.

Druga z cyklu prac jest juz artykutem oryginalnym, w ktérym przedstawiono obiecujgce
wyniki poszerzonych badan aktywnosci przeciwnowotworowej oraz inhibitorowej wobec
elastazy (wraz z pelng charakterystyka kinetyki reakcji inhibicji) niepisanych dotychczas w
literaturze przedmiotu ftalimidowo-tiazolowych zasad Schiffa. Na podstawie
eksperymentow autorzy (dokorantka najpewniej???) sformutowali wniosek, Zze obecnos¢
ugrupowania 3,4- lub 3,5-dichlorofenylowego wywiera istotny wplyw na aktywnos¢
antyproliferacyjng wobec komérek nowotworowych oraz na hamowanie aktywnosci
enzymatycznej elastazy. W kontekscie uzyskanych wynikéw badan nie za bardzo rozumiem
jednak przestania wyrazonego przez doktorantke na stronie 68, cyt.: , Najwiekszy wpltyw na
aktywno$¢ kaspazy miat zwigzek 6e zawierajgcy podstawnik 3,4-dichlorofenylowy. (..) Interesujacy
Jest fakt, ze zwigzek 6f (3,5-dichloro-) wykazujgcy podobnie, jak zwigzek 6e (3,4-dichloro-) wysoka
aktywnos¢ antyproliferacyjng oraz hamujgcq elastaze, nie wykazat zdolnoéci do aktywaciji kaspazy 3/7,
co potwierdza znaczqcy wptyw rodzaju podstawnika w pierscieniu fenylowym na aktywnosS¢ tych
zwigzkéw (...)"” i o szerszy komentarz w tej materii bede prosita podczas publicznej obrony.
Pozostajac przy watpliwosciach — trudno réwniez zgodzi¢ sie z przyjeta przez doktorantke
koncepcja badawcza (patrz rozdziat I11. Cel pracy), w mysl ktorej wyniki dokowania miatyby
stanowi¢ merytoryczne przestanki dla racjonalnego zaprojektowania strukturalnych
analogdw. Jak bowiem wynika z lektury kolejnego artykutu, pozyskana wiedza z
mechanistycznych badan in silico odnosnie sposobu oddziatywania hybryd ftalimidowo-
tiazolowych z wneka wiazaca elastazy (patrz strona 68), podobnie zresztq jak i wyniki analiz
zaleznosci pomiedzy struktura molekularng a bioaktywnoscia, nie znalazty bezposredniego
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zastosowania dla otrzymania strukturalnych analogéw, bedacych przedmiotem rozwazan w
artykule zamieszczonym na tamach czasopisma International Journal of Molecular Sciences
(2023, 24(1), 110).

Jak nadmieniono powyzej, kolejny z artykutéw w cyklu jest raportem wynikéw badat z
zakresu oceny potencjatu przeciwnowotworowego, stabilnosci chemicznej oraz aktywnosci
inhibitorowej wobec elastazy dla serii strukturalnie zmodyfikowanych (w szczegSlnosci na
linkerach) hybryd ftalimidowo-tiazolowych. W toku podjetych prac badawczych wykazano
(co generalnie jest zjawiskiem dos¢ czesto obserwowanym w analizach typu (quantitative)
structure-activity relationship (Q)SAR models) brak jednoznacznej korelacji pomiedzy struktura
molekularng a potencjatem antyproliferacyjnym, jak réwniez pomiedzy aktywnoscia
inhibitorowa a wynikami symulacji oddziatywan ligand — biatko. Co istotne, wyniki badan
mechanistycznych wskazuja, Ze sposéb oddziatywan hybryd ftalimidowo-tiazolowych z
elastaza wydaje sie by¢ dos¢ odmienny od tego zaproponowanego dla ftalimidowo-
tiazolowych zasad Schiffa, pomimo faktu, ze zwiazki hybrydowe obu serii wykazaty
mieszany mechanizm inhibicji w testach enzymatycznych. W kontekscie tym, brakuje mi w
przedtozonej do oceny rozprawie szerszego, bardziej uogdlnionego, bardziej uniwersalnego
komentarza odnos$nie proponowanego sposobu wigzania hybryd ftalimidowo-tiazolowych z
kieszeniq wiazaca elastazy. Taki komentarz z caty pewnoscig stanowityby istotny watek
rozprawy, a w szczegolnosci bytby on niezwykle cenny dla naukowcéw z obszaru chemii
medycznej zajmujacych sie na co dzien szeroko rozumianym racjonalnym projektowaniem
struktur chemicznych o znaczeniu terapeutycznym.

Ostatni z artykutéw w cyklu opublikowany na tamach czasopisma Bioorganic Chemistry
(2023, 138, 106608) dedykowany jest niskoczasteczkowym hybrydom ftalimidowo-
azetydynodionowym jako nanomolowym inhibitorom elastazy. Zgodnie z deklaracja
doktorantki, zsyntetyzowane struktury chemiczne zostaty zaprojektowane (z petnym
sukcesem) de novo, w oparciu o wiedze literaturowa na temat sposobu oddziatywan
ugrupowania ftalimidowego oraz 3,3-dietyloazetydyno-2,4-dionowego z miejscem
aktywnym biatka. Podjete nastepczo prace eksperymentalne pozwolity na wylonienie
struktury wiodacej, wyselekcjonowanie zwiazkéw do dalszych poglebionych badan
biologicznych in vivo oraz (a przynajmniej takq mam nadzieje) podjecia préb krystalizacji
kompleksu elastaza—inhibitor. Obiecujace wyniki przedstawione w artykule zamykajacym
cykl publikacji przedstawionych do postepowania o stopiert doktora stanowia niezwykle
inspirujacy i obiecujacy nurt do dalszych prac badawczych. Biorac bowiem pod uwage fakt,
ze fizjologicznym nastgpstwem utraty kontroli nad aktywnoscia neutrofilowej elastazy moze
by¢ rozwdj nie tylko procesu nowotworowego, lecz réwniez szeregu choréb uktadu
immunologicznego, ukladu oddechowego, czy tez zaburzen charakteryzujacych sie
przewleklym stanem zapalnym, prace badawcze dedykowane poszukiwaniom
nietoksycznych inhibitoréw pozwalajacych na kontrole aktywnosci enzymatycznej
neutrofilowej elastazy stanowia wazne wyzwanie dla wspédtczesnej chemii medycznej,
zardwno w aspekcie czysto poznawczym, jak i (potencjalnie) aplikacyjnym.
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Zalety rozprawy doktorskiej

Z czysto praktycznego punktu widzenia najwazniejsza zaletg przedstawionej do oceny
rozprawy doktorskiej jest systemowe opracowanie niskoczasteczkowych, stabilnych
chemicznie, nietoksycznych hybrydowych zwiazkéw heteroorganicznych opartych o motyw
talidomidu, posiadajacych zdolnos¢ do hamowania aktywnosci enzymatycznej neutrofilowej
elastazy w zakresie stezent nanomolowych. Biorac pod uwage destrukcyjny charakter
neutrofilowej elastazy, niezwykle wartosciowe dla wsp6tczesnej chemii medycznej stanowig
réwniez poruszane w artykutach rozwazania z zakresu jakosciowych zaleznosci pomiedzy
struktura molekularng a aktywnoscig biologiczna, w tym zaréwno aktywnoscia inhibitorowa
wobec elastazy, jak i aktywnoscig antyproliferacyjna wobec komérek nowotworowych.

Spojnos¢, szerokosé projektu tworzacego cykl, dojrzatoéé warsztatowa doktorantki to kolejny
wart podkreslenia element. Wktad w proces przygotowania artykutéw doktorantka
wskazuje jako zdecydowanie wigkszosciowy — wspotautorka wykonata m.in. czesé
syntetyczng i enzymatyczna badan oraz przygotowata teksty publikacji, wspStopracowata
problem badawczy i metodologie badan syntetycznych, analizowata i interpretowata dane
oraz przygotowata odpowiedzi dla recenzentéw. Wktad promotora dysertacji zostat
okreslony jako opieka merytoryczna, wspétopracowanie problemu badawczego,
udoskonalanie manuskryptéw oraz korespondencja z wydawnictwem. Mozna wiec uzna¢,
ze przedstawiony do oceny cykl publikacji opatrzony tytutem ,Projektowanie i synteza
nowych inhibitoréw elastazy pochodnych talidomidu i ich aktywnosé
przeciwnowotworowa” jest blizszy raczej spetnieniu ustawowych wymagan stawianych
osiggnieciom przedstawianym do postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego, anizeli tym stawianym rozprawom doktorskim.

Whniosek koncowy

Z pelnym uznaniem odnosze si¢ do tematyki rozprawy doktorskiej, ktdra poczytuje za
niezwykle spdjng, ambitna, dojrzata i dalekg od przecietnej na tym etapie aktywnosci
naukowej. Doktorantka w sposéb profesjonalny postawita problem badawczy, dobrze
zaplanowata, a nastepnie konsekwentnie zrealizowata postawione zadania badawcze,
dowodzac tym samym opanowania zasad pracy naukowej.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze zgodnie z rozumieniem art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, przedmiotowa rozprawa z duzym
naddatkiem odpowiada wymogom formalnym i merytorycznym stawianym kandydatom
do stopnia naukowego doktora i stanowi rzetelne, oryginalne i wartoéciowe poznawczo
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajace ogdlna wiedze doktorantki z obszaréw
syntetycznej chemii organicznej oraz chemii medycznej, a takze zaswiadczajace o
umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej. Majac na uwadze powyzsze, wnioskuje o
dopuszczenie mgr Beaty Bettiny Donarskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, biorac pod uwage wage uzyskanych wynikéw, dojrzato$é naukowsa i
warsztatowgq doktorantki, wnosze réwniez o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia pracy.
Stosowny wniosek w tej sprawie przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
w Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu odrgbnym pismem, zataczonym do recenzji.
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