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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Olgi Ciupak
pt. ,,Analogi strukturalne i koniugaty kwasu foliowego jako nowe inhibitory sulfatazy
steroidowej (STS)”

Recenzja zostala sporzgdzona w odpowiedzi na pismo Przewodniczgcego rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej dr. hab. inz. Marka Tobiszewskiego, prof. uczelni
z dnia 13 marca 2025 r. w zwigzku z prowadzeniem przewodu doktorskiego Pani
mgr inz. Olgi Ciupak i powierzeniem mi funkcji recenzenta przez Rade Naukowg Dyscypliny

Nauki Chemiczne PG.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Olgi Ciupak zostala
wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem dr. hab. inz.
Sebastiana Demkowicza, prof.PG oraz dr. inz. Mateusza Dasko i dotyczy bardzo waznej
oraz aktualnej tematyki poszukiwania nowych i skutecznych rozwigzan w farmakoterapii
onkologiczne;.

Pomimo intensywnego rozwoju nauk biomedycznych i farmaceutycznych, leczenie
chorob nowotworowych pozostaje wyzwaniem i1 obszarem wymagajacym poszukiwania
nowych rozwigzan. Cecha charakterystyczng nowotwordw zlosliwych jest fakt nadmiernej
i bardzo szybkiej proliferacji nieprawidlowych komoérek oraz rozprzestrzenianie si¢ zmian
w formie przerzutow, ktore sa jedng z gtdéwnych przyczyn zgondw pacjentow onkologicznych.
W 2022 r. na $wiecie zdiagnozowano okoto 20 milionéw nowych przypadkéw raka,
a szacuje si¢, ze liczba nowych przypadkéw wzrosnie do ponad 35 miliondw w ciggu

najblizszych 25 lat. Réznorodno$¢ dostgpnych terapii nie wptywa obecnie znaczaco na ogolny
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wskaznik $miertelnosci, ktory w dalszym ciggu pozostaje alarmujaco wysoki. Trudnos$¢ terapii
wynika z faktu, ze klasyfikuje si¢ ponad 200 réznych choréb nowotworowych, a kazda z nich
charakteryzuje si¢ zmienno$cia wynikajaca z heterogeniczno$ci komoérek danego nowotworu.

Sulfataza steroidowa (STS) jest enzymem, transformujacym nieaktywne siarczany
steroidowe hormonow piciowych do wolnych aktywnych steroidéw. Efektem jest kluczowe
znaczenie STS w regulacji st¢zenia estrogenow i androgendw, ktore s gldwnie zaangazowane
w rozwoj wielu hormonozaleznych nowotworow: piersi, prostaty i endometrium. W zwigzku
z tym enzym ten jest min. targetem w leczeniu raka piersi z dodatnim receptorem
estrogenowym. Nadekspresja STS skutkuje zwigkszonym poziomem estrogendw w zwigzku
z tym zahamowanie jej aktywnosci jest obiecujacym podej$ciem do obnizenia poziomu tego
hormonu pozwalajac na kontrole nad progresja nowotworu. Od 30 lat rozw¢j inhibitoréw STS
jest przedmiotem znacznego zainteresowania jednak w dalszym ciagu nie znaleziono zwigzku,
ktéry bytby pod wzgledem catej ekonomiki farmakoterapii ,,idealng” substancjg czynna.

Pani mgr inz. Olga Ciupak w ramach swoich badan postanowita zaprojektowac
1 otrzymac¢ szereg zwiazkow stanowiacych potencjalne inhibitory STS zawierajace w swojej
strukturze fragmenty analogiczne dla struktury kwasu foliowego oraz potaczenie inhibitora
z tym kwasem. Takie podejscie jest uzasadnione z powodu zwigkszonego zapotrzebowania na
foliany przez szybko rozwijajace si¢ komorki nowotworowe. Doktorantka jasno okreslita
proponowane przez siebie rozwigzania w ,,Celu i1 zakresie pracy”. Tutaj jednak pojawia si¢
moja uwaga jako recenzenta swojego rodzaju projektu badawczego jakim jest przedstawiona
do oceny dysertacja, ktora dotyczy braku wyraznie postawionej hipotezy badawczej
1 uzasadnienia zaplanowanych badan w jej kontekscie.

Praca zatytulowana ,,Analogi strukturalne i koniugaty kwasu foliowego jako nowe
inhibitory sulfatazy steroidowej (STS)” zostata napisana w formie monografii a jej struktura jest
wielopoziomowa i dopasowana do opracowanego przez Doktorantke planu badawczego. Czgs¢
literaturowa monografii obejmuje 5 rozdzialdéw poprzedzonych Wstepem. Omodwione na
szesc¢dziesigciu stronach zagadnienia sg bezposrednio zwigzane z praca i stanowig logiczne
1 umiejetne wprowadzenie w budowg i1 funkcje sulfatazy steroidowej oraz kwasu foliowego
1 ich powigzanie z aktywnos$cig. Z punktu widzenia zaproponowanych w pracy rozwigzan
badawczych najcenniejsze sa rozdzialy, w ktorych Autorka skupia si¢ na opisie transportu

folianow, budowie receptorow kwasu foliowego i obecnym stanie wiedzy w zakresie
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teranostycznego wykorzystania pochodnych kwasu foliowego oraz jego koniugatow
z klinicznie stosowanymi w leczeniu nowotworow substancjami czynnymi. Doktorantka w tej
czeSci  pracy wykazala si¢ dokladnoscia, skrupulatnoScia, obszerna wiedza
interdyscyplinarna i zrozumieniem tematyki. Trudno z poziomu recenzenta poza
nielicznymi btgdami stylistycznymi i edytorskimi doszuka¢ si¢ w tej czesci jakichkolwiek
uchybien. Biorgc jednak pod uwage dalsza cze¢$¢ pracy oraz techniki jakie wykorzystata
Doktorantka nasuwa si¢ pytanie: dlaczego Doktorantka nie zamiescita w tej cze$ci pracy
rozdzialu po$wigconego metodom obliczeniowym stosowanym w projektowaniu substancji
czynnych? Moim zdaniem pozwoliloby to na wyrazne wskazanie korelacji pomi¢dzy
prawidlowo wykonanym modelowaniem a uzyskanymi wynikami eksperymentalnymi.
Ponadto, doglebne zapoznanie si¢ Doktorantki z mozliwo$ciami jakie daje chemia
obliczeniowa na poczatku planowanych badan, wedlug mnie, spowodowatoby
najprawdopodobniej wybdr innych metod niz zastosowane przez Doktorantke lub nawigzanie
w tym obszarze wspdlpracy. Z obowigzku recenzenta chciatbym réwniez zwroci¢ uwage na
kilka szczegotow, ktore sg bardziej wskazowkami dla Doktorantki na przysztos¢:

e na str.57 Doktorantka uzywa nazwy DOTA-Clik-folate. Warto tam, gdzie jest to
mozliwe uzywac jezyka polskiego, jezeli jest to jezyk pracy i np. zastapi¢ folate -
folianem. W dalszej czgsci pracy pojawia si¢ rowniez ,,/inker”, ktory jest zwyczajnym
tacznikiem.

e Na str. 63 pojawia si¢ termin ,kirens”. Najprawdopodobniej jest to blad edytorski —
poprawne klirens, jednak ze wzgledu na terminologie farmakologii jest wazne, zeby
zwr6cié na to uwage.

e Na str. 63 Doktorantka wprowadza pojecie proleku — bez jego wyjasnienia, a nastgpnie
stwierdza, ze (...) ,,zwiqgzanie proleku z wybranym receptorem transportujgcym go do
wnetrza komorki” (...). Wprowadza to pewnego rodzaju niescistos¢. Z definicji
prolekiem nazywamy zwigzek nieaktywny biologicznie lub stabo aktywny biologicznie,
ktéry po przemianach metabolicznych in vivo ulega biotransformacji do produktu
o dzialaniu farmakologicznym. UZycie pojecia receptora w cytowanym zdaniu

wymaga wyjasnienia przez Doktorantke o co poprosze w trakcie obrony.
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e W Rozdziale 1.6.2.1. Doktorantka opisuje rodzaje wigzan wrazliwych na bodZce,
wykorzystywanych w tworzeniu potaczen w prolekach. Wedlug mnie uzycie pojgcia
,fozszczepienie wigzania” jest niepoprawne. Poprosze Doktorantke o wyjasnienie.

e Zamiast ,,wlasciwosci medyczne” zwigzku (str. 69) poprawniej jest uzy¢: wlasciwosci
farmakologiczne, a ,.farmaceutyki” (str. 77) warto zastgpi¢ substancjami czynnymi lub
aktywnymi.

Najobszerniejsza cze¢scig rozprawy jest opis badan wlasnych, uzyskanych wynikéw oraz
ich dyskusja poparta czeicia eksperymentalng. Swiadezy to nie tylko o ilosci
przeprowadzonych badan i syntez, ale przede wszystkim o umiejetnosci interpretacji
wynikéw i wyciaganiu wnioskéw takze z napotkanych niepowodzen. Oczywiscie, nie
mozna poming¢ faktu, Zze Doktorantka otrzymala ponad 30 pochodnych stosujac
kilkuetapowe podejsScia syntetyczne, co zasluguje na uznanie. W ten sposob stworzona
zostata biblioteka zwigzkéw o zoptymalizowanej $ciezce syntezy i wyznaczonych wstepnych
parametrach klasyfikujacych zwigzki jako potencjalnie aktywne w hamowaniu STS in vivo.
Chcialabym w tym miejscu zwroci¢ uwage na ogromng dbalo$é Doktorantki o szczegoly
a takze na, nie tak oczywista, poprawnos$¢ rysowania struktur organicznych
z zachowaniem odpowiednich katow pomie¢dzy wiazaniami.

Pani mgr inz. Olga Ciupak postanowila podej$¢ do rozwigzania problemu badawczego
w sposob interdyscyplinarny. Synteze nowych, zaplanowanych przez siebie (w oparciu
0 0g6lng znajomos$¢ tematu) inhibitorow STS postanowila poprzedzi¢ badaniami in silico.
W tym celu wykonata dokowanie zaprojektowanych struktur w powszechnie uzywanym do
projektowania dopasowania ligandu do centrum aktywnego oprogramowaniu AutoDock,
a nastgpnie zwizualizowata wyniki za pomocg programu BIOVIA. Jest to jak najbardziej
poprawne podejscie bedace praktyka wielu centréw B+R w przemysle farmaceutycznym.
Warunkiem jednak uzyskania w miar¢ prawdopodobnych wynikéw jest odpowiednia
optymalizacja geometrii liganda, a nie przygotowanie struktury chemicznej 3D jak pisze
Doktorantka w czeéci eksperymentalnej (str. 160). Zeby dopasowanie zwigzku w centrum
aktywnym uzyskane po dokowaniu bylo w jakimkolwiek stopniu odpowiadajace stanowi
faktycznemu nalezy mie¢ pewnos$¢, ze w dokowaniu uzyto geometrii odpowiadajacej
globalnemu minimum energetycznemu. I tutaj zaczynaja si¢ przystowiowe ,,schody”.

Doktorantka spos$rod szeregu metod obliczeniowych wybratla metode mechaniki

klasycznej (pole sitowe MM+) dajaca mozliwo$¢ zastosowania niewielu zmiennych oraz
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pomijajaca istotne elementy budowy elektronowej zwigzkéw. W mechanice klasycznej
elektrony sg ,,na stale zwigzane” z kazdym atomem, a zatem nie istotny jest ruch elektronéw
tylko jader. Zaleta tej metody jest jej dostgpno$¢ i niski koszt obliczeniowy, co
najprawdopodobniej sklonito Doktorantke do optymalizacji geometrii zaprojektowanych
ligandow wtasnie ta metoda. Doktorantka wykorzystala licencjonowane oprogramowanie
HyperChem, a nastgpnie zoptymalizowane struktury dokowala do centrum aktywnego
struktury STS pobranej z bazy PDB. Wyniki dokowania zaprojektowanych przez siebie struktur
Doktorantka porownywata z otrzymanym wynikiem dla klinicznie stosowanego Irosustatu jako
struktury referencyjnej. Otrzymane, obliczone wartosci swobodnej energii wigzania ligand-
centrum aktywne byty zblizone dla wszystkich substancji. Nalezy jednak zwrocié tutaj uwage,
ze poprawke w tej metodzie Autorka przyjmuje jako 2,85 kcal/mol podczas gdy roznice
w uzyskanych energiach dla ligandéw i Irosustatu miescily si¢ w przedziale od 1,0 do 3
kcal/mol, a wigc w granicach poprawki. W efekcie mozna przyja¢, ze dopasowanie dla
wszystkich dokowanych struktur jest jednakowe. Gdyby doktorantka postanowita jednak
zastosowa¢ dokladniejsze metody mechaniki kwantowej jak np. DFT (teoria funkcjonatu
gestosci) mozna by przede wszystkim zatozy¢, ze otrzymane struktury stanowityby globalne
minima energetyczne. Oczywiscie te metody s3 bardziej kosztowne obliczeniowo, ale daja
wyniki bazujace na gestosci elektronowej stanu podstawowego badanego uktadu. Ponadto
wykonujac tego typu obliczenia w oparciu o odpowiedni funkcjonat Doktorantka miatby
mozliwo$¢ dodania odpowiedniego rozpuszczalnika, $rodowiska czy temperatury jako
parametru w optymalizacji. Co wigcej — bylaby w stanie otrzymaé¢ dla minimum
energetycznego wartosci pKa oraz logP tak istotne w projektowaniu substancji czynnych.

Powyzsze uwagi nie s3 w zadnym wypadku stwierdzeniem, ze wykonane
1 zinterpretowane przez Doktorantke symulacje sa bledne. Wrecz przeciwnie — w oparciu
o dostepne narzedzia Pani mgr inz. Olga Ciupak wykonala swoja prace bardzo dobrze!
Moim celem jest sktonienie Doktorantki do lektury i by¢ moze do nawigzania wspotpracy
z zespotem, ktéry zajmuje si¢ metodami obliczeniowymi, a w szczegolnosci metodami
dynamiki molekularne;.

Nastepnym 1 najwazniejszym etapem pracy Pani mgr inz. Olgi Ciupak byto
zaplanowanie i zoptymalizowanie metod syntezy oraz otrzymanie inhibitorow. Doktorantka,

jak juz wspomniatam, otrzymata ponad 30 struktur. Kazdy doswiadczony syntetyk doceni
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ogrom pracy, ktory zostat na tym etapie wlozony. Synteza tego typu ukladéw to przede
wszystkim ,,walka” z wydajnoscia i1 oplacalno$ciag metody. Doktorantka w sposdb wzorowy
poradzita sobie z napotykanymi trudno$ciami otrzymujac ostateczne zwiazki o potwierdzone;j
czysto$ci. Jedyna uwaga jaka nasuwa si¢ do tej czgsci pracy to sposob podawania przez Autorke
wydajnosci. W syntezach wieloetapowych o wiele lepiej jest podawac wydajnos¢ catkowita (po
wszystkich etapach) niz dwoch kluczowych etapow jak to zrobita Doktorantka w tabelach.

Podane w czg¢$ci eksperymentalnej pracy procedury sg jasne i pozwalajg na odtworzenie
syntezy. By¢ moze dobrym rozwigzaniem byloby zamieszczenie cho¢by miniatur opisanych
widm NMR — pozwolitoby to na weryfikacje¢ poprawnosci ich interpretacji. Rozumiem jednak,
ze Doktorantka zrezygnowata z pokazania zarejestrowanych widm ze wzgledu na i tak znaczng
obszerno$¢ rozprawy.

Elementem weryfikujacym postawione przez Doktorantke hipotezy byt wynik badan
zdolno$ci otrzymanych zwigzkéw do hamowania aktywnosci enzymu in vitro. Ta cz¢$¢ badan
zostala wykonana przy wspotpracy z dr hab. Maciejem Maslykiem z Instytutu Biotechnologii
KUL. Pierwszym etapem byto okreslenie pozostatosci aktywnosci STS przy dos¢ wysokim
stezeniu inhibitora. Pozwolilo to Doktorantce na wstgpne wytypowanie zwigzkow najbardziej
aktywnych. W kolejnych testach zastosowano juz metod¢ malejacych stezen, a dla najbardziej
obiecujacych zwigzkow wyznaczono ICso przy odniesieniu do Irosustatu. W przypadku
wszystkich otrzymanych przez Doktorantke inhibitorow zaden nie osiagnat wartosci 1Cso
zblizonej lub lepszej niz referencyjny Irosustat. Nie dyskwalifikuje to jednak otrzymanych
zwigzkow. To co mozna zauwazyc¢ to fakt, ze aktywnos$¢ otrzymanych zwiazkéw I A-L spada
znaczaco przy malych stgzeniach [1nM] oraz w tescie komoérkowym. Podobna tendencja w
teScie komorkowym jest dla zwigzkow typu I 1 IHI a takze VI, VII
1 zwigzku 158. Moze to sugerowac¢ trudnos$ci w dystrybucji otrzymanych inhibitoréw do
centrum aktywnego enzymu oraz problemy z transportem przez btone komoérkowa. Zeby lepiej
zrozumie¢ mechanizmy dzialajace na obnizenie aktywnosci otrzymanych zwigzkéw pomocne
mogloby by¢ wyznaczenie teoretyczne wartosci pKa i logP (o czym juz wspomnialam w
recenzji). Ponadto dla zwigzkéow, dla ktérych mozna dobra¢ warunki rozdziatu
chromatograficznego mozna by wyznaczy¢ logP eksperymentalnie. O ile nie przyniostoby to
pewnie jednoznacznej odpowiedzi o tyle by¢ moze ulatwiloby Doktorantce interpretacje

uzyskanych wynikéw w aspekcie zaleznosci struktura-aktywnosc.
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W projektowaniu substancji aktywnych oraz wyjasnianiu zaleznosci ich aktywnos$ci od
struktury warto siggna¢ do podstaw farmakologii. Prawo piatek Lipinskiego, znane réwniez
jako reguta pigciu Pfizera lub po prostu reguta pigciu (ROS5) to zbidr cech, ktéorymi
charakteryzowa¢ si¢ powinna substancja czynna, zeby wykazywaé korzystne parametry
farmakokinetyczne in vivo. Oczywiscie, reguta ta nie przewiduje, czy dany zwigzek wykazuje
aktywnos$¢ farmakologiczng, ale jest bardzo przydatna w procesie odkrywania lekow,
szczegllnie gdy aktywna struktura wiodgca jest optymalizowana etapami w celu zwickszenia
aktywnosci i selektywnosci zwigzku, przy jednoczesnym zachowaniu korzystnych wtasciwosci
fizykochemicznych. Poza wskazéwkami dotyczacymi ilosci donoréw i akceptorow wigzan
wodorowych w strukturze i masy molowej zwigzku reguta pigciu wyraznie wskazuje na
powigzanie aktywnosci z logP - obliczony wspodtczynnik podzialu oktanol/woda (log P) nie
powinien przekracza¢ warto$ci 5.

Otrzymane wyniki wskazuja wyraznie, ze pomimo braku otrzymania inhibitora
charakteryzujacego si¢ aktywnoscia lepsza niz klinicznie stosowany Irosustat, koncepcja badan
1 zaproponowane modyfikacje wniosty bardzo duzg wiedz¢ w aspekcie strukturalnym oraz
metod syntezy potencjalnych inhibitorow STS. Doktorantka podsumowala umiejetnie
otrzymane rezultaty jednak z czysto naukowego i poznawczego punktu widzenia zabraklo
moim zdaniem wnioskow. Poprosz¢ Pania mgr inz. Olge Ciupak o ich przedstawienie
w trakcie obrony.

Pani mgr inz. Olgi Ciupak, na dzien ztozenia pracy, byta wspotautorka 12 artykutow
opublikowanych w czasopismach z listy JCR (6 prac opublikowanych w ostatnim roku) i 3
patentow krajowych. Ponadto Doktorantka uczestniczyla w 8 konferencjach naukowych. Pani
mgr inz. Olga Ciupak kierowata réwniez grantem Preludium (NCN) oraz byla wykonawca w 4
projektach finansowanych z funduszy zewnetrznych. Uwazam, Ze na tym etapie kariery jest to
wyrdzniajacy dorobek.

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam wybdér ambitnego i aktualnego tematu
badawczego. Uwazam, ze postawiony przez Doktorantke cel pracy zostat zrealizowany.
Roéwnie wysoko jak wybor tematu oceniam doktadnos$é, pracowitos¢ oraz biegtos¢ Doktorantki

nie tylko w metodach syntezy i charakterystyki zwigzkow, ale przede wszystkim w taczeniu
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faktow naukowych. Swiadczy to o ugruntowanej wiedzy Doktorantki, umiejetnosci jej
przetozenia na praktyke oraz dojrzato$ci naukowej. Na uwagg zastuguje rowniez fakt, ze Pani
mgr inz. nie boi si¢ sigga¢ po nowe narz¢dzia jak np. metody obliczeniowe famigc
jednoczes$nie stereotyp podziatu pomigdzy eksperymentem a teoria.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Olgi Ciupak spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w mys$l obowiazujacej
Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i1 Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2020 r. poz.
85 z pdzn. zm.) i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Gdanskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Olgi Ciupak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednocze$nie w oparciu o kryteria ustalone przez Rad¢ Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Gdanskiej wnioskuj¢ do w/w Rady o wyrdznienie recenzowanej rozprawy.

Podstawa do wyrdznienia jest:

e Opracowanie nowego rozwiazania o charakterze innowacyjnym i badawczo-
rozwojowym.
Doktorantka zaprojektowatla, zoptymalizowata oraz zrealizowala strategi¢ syntezy
nowych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS), wprowadzajac koniugaty kwasu
foliowego jako elementy strukturalne. Opracowane przez nig zwigzki nie byly dotad
opisywane w literaturze naukowej. Wybor struktury inhibitorow zostal oparty na
doglebnej znajomosci mechanizmoéw dzialania STS oraz selektywnego transportu
folianéw przez blony komodrkowe co $wiadczy o interdyscyplinarnym podejsciu z
pogranicza chemii medycznej, chemii supramolekularnej i farmakologii.
e Precyzyjnie opisany potencjal aplikacyjny.
Badania zostaly uzupetione o testy in vitro oraz wyniki modelowania molekularnego
(dokowanie), co pozwolito na identyfikacje struktur wiodacych dla spodziewanej
aktywnosci  biologicznej. Utworzona biblioteka ponad 30-stu w  pelni
scharakteryzowanych zwigzkéw moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych prac nad
efektywnymi inhibitorami STS — takze w ujeciu komercyjnym lub w przysztosci

klinicznym. Proponowane rozwigzanie moze zosta¢ rozwini¢te z wykorzystaniem
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narzedzi Machine Learning w celu przewidywania aktywnos$ci kolejnych generacji
inhibitoréw.

e  Wysoki poziom naukowy pracy.
Rozprawa zostata przygotowana z duza precyzja w doborze metod, analizy wynikow
oraz krytycznej interpretacji danych. Szczegélnie nalezy podkreslic efektywna
optymalizacj¢ warunkdw syntezy, co jest nieodzownym elementem przy wdrazaniu

nowych substancji czynnych.
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Dr hab. Marta Ziegler-Borowska, prof. UMK
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