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Warszawa, 25 kwietnia 2025

RECENZJA PRACY DOKTORSKIE]
mgr inz. Olgi Ciupak

~Analogi strukturalne i koniugaty kwasu foliowego jako nowe inhibitory

sulfatazy steroidowej (STS)”

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Olgi Ciupak podsumowuje prace
badawcze wykonane przez Doktorantke na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej pod
kierunkiem dr. hab. inz. Sebastiana Demkowicza, prof. PG oraz promotora pomocniczego, dr. inz.
Mateusza Dasko. Gtéwnym celem badan bylo opracowanie nowych inhibitoréw sulfatazy
steroidowej (STS), bedacych analogami strukturalnymi kwasu foliowego, zwigzku niezbednego
miedzy innymi do efektywnego wzrostu komoérek nowotworowych, a takze jego koniugatow.
Badania te dobrze wpisuja sie w obszar zainteresowann Promotoréw i sg odpowiedzig na istotny
problem spoleczny jakim jest wzrastajaca zachorowalno$¢ oraz umieralno$¢ na choroby
nowotworowe. Dysertacja zostala napisana w jezyku polskim i posiada strukture zgodng
z powszechnie obowiazujgcymi standardami przyjetymi dla prac doktorskich z dyscypliny nauki
chemiczne. Praca doktorska liczy 256 stron i zostala podzielona na cztery glowne czesci: Czesc
teoretyczng, Badania wiasne, Podsumowanie oraz Czes¢é eksperymentalng. Calos¢ zostata
poprzedzona podziekowaniami, spisem tresci, wykazem skrétow i symboli oraz streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim. W do$¢ nieoczekiwanym miejscu, miedzy podsumowaniem a czescia
eksperymentalng, znalazly sie informacje dotyczace dorobku naukowego Doktorantki. Dysertacje
koniczy Bibliografia, ktora stanowi wykaz 126 pozycji literaturowych cytowanych w rozprawie oraz

wykaz rysunkéw, schematéw i tabeli.

Rozdziat zatytulowany Czesé teoretyczna, mgr inz. Olga Ciupak rozpoczyna od
przedstawienia $wiatowych trendow dotyczacych zachorowalnosci na nowotwory, ktore
potwierdzajg zasadno$¢ podjecia opisanej w dysertacji tematyki badawczej, nastepnie wprowadza
czytelnika we wlasciwosci sulfatazy steroidowej, enzymu, ktory przeksztalca nieaktywne
biologicznie siarczany hormonéw steroidowych w ich aktywne pochodne oraz opisuje znane
inhibitory tego enzymu wraz z wadami i zaletami wynikajacymi z ich budowy. W kolejnych
podrozdziatach Czesci teoretycznej Doktorantka koncentruje sie na funkcjach kwasu foliowego
w organizmie czlowieka, zaznacza nadekspresje receptoréw tego zwigzku w komoérkach
nowotworowych oraz prezentuje zastosowanie pochodnych kwasu foliowego oraz jego koniugatéw

w wykrywaniu i leczeniu nowotwordow.

Rozdziat Badania wfasne obejmuje trzy podrozdzialy, z ktoérych kazdy poswiecony jest
syntezie odrebnej serii potencjalnych inhibitoréw sulfatazy steroidowej. Kazdy z projektow
badawczych Doktorantka rozpoczynata od badann dokowania molekularnego, ktére umozliwito

wytypowanie najbardziej obiecujacych struktur. Nastepnie przechodzita do syntezy wybranych
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zwigzkow, a kolejnym etapem byta ocena ich aktywnosci biologicznej, we wspotpracy z dr. hab.
Maciejem Mastykiem z Wydziatu Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu Instytutu Biotechnologii
Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego — zaréwno w testach enzymatycznych z wykorzystaniem

izolowanej sulfatazy steroidowej, jak i na wybranych liniach komérkowych.

Pierwszym zadaniem Doktorantki bylo opracowanie serii zwigzkéw, analogéw inhibitoréw
STS weczesniej zaprojektowanych i otrzymanych przez Promotora, w ktoérych pierécien fenylowy
polaczony z ugrupowaniem amidosiarczanowym zostat zastgpiony uktadem naftalenowym, co miato
zwiekszy¢ ich podobienstwo do czasteczki kwasu foliowego zawierajagcego dwa skondensowane
piericienie heterocykliczne. W wyniku wieloetapowej syntezy, wykorzystujacej jako kluczowy etap
1,3-dipolarng cykloaddycje z wykorzystaniem azydkéw, Doktorantka otrzymata 12 nowych
pochodnych z wydajnosciami 26-70%. Cze¢$¢ z nich dawata obiecujace wyniki w badaniach in vitro,
zardwno w te$cie enzymatycznym jak i komorkowym, chociaz ich aktywno$¢ ustepowata dodanemu
do poréwnania irosustowi, innemu inhibitorowi STS, ktory dotart do drugiej fazy badan klinicznych.
Co istotne, wyniki eksperymentalne byly zbiezne z danymi uzyskanymi podczas badan dokowania
molekularnego. To czego mi tutaj zabraklo, to uwzglednienie najlepszej pochodnej zawierajace
pierscien fenylowy, opracowanej wczeéniej przez Promotora i stuzacej jako punkt wyjscia do tego
projektu.

Kolejna grupa zwigzkéw zawierata fragment pochodzacy od kwasu glutaminowego lub jego
estrow, co upodabnialo jg do czgsteczki kwasu foliowego, oraz rdzne rdzenie - 1,2,3-triazolu,
kumaryny, flawonu oraz tyraminy - lgczace cze$¢ pochodzacg od aminokwasu z fragmentem
zawierajagcym  ugrupowanie amidosiarczanowe. Ponownie, konkretne struktury zostaly
zaproponowane na podstawie badan dokowania molekularnego, a wieloetapowe syntezy pozwolity
na uzyskanie biblioteki 8 kandydatéw na inhibitory sulfatazy steroidowej. (Tutaj zastanawia mnie,
czy probowata Pani bezposrednio hydrolizowaé zwigzek IVA do pochodnej IVB?) Zwiazki te
wykazywaly pewna aktywno$¢ hamujgcg dziatanie STS, ale zaden z nich nie osiggngt wynikéw
zblizonych do tych uzyskiwanych przy zastosowaniu irosustatu. Remedium na niskg aktywnosé
zwigzkoéw opartych na szkielecie triazolu okazalo si¢ wprowadzenie atoméw fluoru do pierscienia
fenylowego znajdujacego sie w ich strukturze; aktywno$¢ tak uzyskanych pochodnych znaczaco
wzrosta 1 tylko w niewielkim stopniu ustepowala tej uzyskanej przez irosustat. Dodatkowo, dla tej
serii sprawdzono, czy czgsteczki te moga by¢ selektywnie transportowane przez receptory a kwasu
foliowego. W tym celu komorki posiadajace receptory Faa inkubowano z roztworem zawierajacym
kwas foliowy oraz badany inhibitor, a uzyskany wynik poréwnano z eksperymentem, w ktérym nie
uzyto kwasu foliowego. W obu przypadkach Doktorantka zaobserwowata zblizony wynik co
sugeruje, ze otrzymany inhibitor dostaje sie do komorki bezposrednio przez btone biologiczng lub
inny niepoznany jeszcze mechanizm, natomiast jego transport przez receptor jest zahamowany.

Ostatni projekt dotyczyt syntezy koniugatu kwasu foliowego wyselekcjonowanego ponownie
z wykorzystaniem dokowania molekularnego. Projekt ten byl najtrudniejszy pod wzgledem
syntetycznym, ale Doktorantka poradzita sobie i z tym wyzwaniem. Przed przystapieniem do badan
biologicznych sprawdzita jeszcze, czy otrzymany koniugat ulega rozpadowi uwalniajac czasteczke
inhibitora i jak dtugo to trwa. Nastepnie przeprowadzita badania biologiczne wskazujgce obiecujace

wlasciwoscei otrzymanego zwigzku.

Cze$¢ eksperymentalna rozprawy jest bardzo obszerna i zawiera szczegdlowy opis
zastosowanych metod badawczych, charakterystyke spektroskopowsg otrzymanych zwigzkéw oraz
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wydajnoséci poszczegélnych reakeji. Pokazuje ona ogrom pracy wlozony przez Doktorantke
w zaprojektowanie i synteze potencjalnych inhibitoréw sulfatazy steroidowej. W tej czesci zabrakto
mi jednak informacji o masach i ilo§ciach moli otrzymanych produktéw, a takze nieco bardziej
precyzyjnych opiséw procedur syntetycznych. Przyktadowo, nie jest jasne, w jaki sposéb dodawano
roztwory zwigzkéw 91A-L do mieszaniny reakcyjnej — przez chlodnice zwrotna, czy tez przez
dodatkowg szyje kolby (str. 169) — co jest istotne z punktu widzenia powtarzalnosci opisu
eksperymentu. Dodatkowo, w zataczonych danych spektroskopowych pojawiaja sie¢ pewne
niescisto$ci — widma masowe nie spetniajg standardow wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR-
MS), poniewaz réznice miedzy warto§ciami obliczonymi a zmierzonymi przekraczaja 5 ppm.
W niektérych widmach NMR jest za duzo (np. dla zwigzkéw 88, IIB czy 91L) lub za mato (np. dla
zwigzkoéw 95, 109, 126 czy 137K) sygnatow, co zwlaszcza w tym ostatnim przypadku sie zdarza, ale
przydaltby sie komentarz. Zastanawia mnie rowniez, jak liczona byla wydajnos¢ dla zwiagzku 100
(98%), skoro Doktorantka odzyskiwata nieprzereagowany substrat.

Praca jest estetyczna, liczne ilustracje ulatwiaja $ledzenie toku rozumowania, ale zabrakto
starannej korekty edytorskiej, znalaztam sporo literowek, btedéw gramatycznych, stylistycznych,
niezreczno$ci jezykowych czy tez okre§len pochodzacych =z zargonu laboratoryjnego.
Z recenzenckiego obowigzku wymienie kilka z nich:

* trojpiersieciowe leki przeciwdepresyjne” (str. 30);
* Na schemacie 1.1 testosteron ma btedng strukture (str. 33);
* ,Zajmowala sie ona badaniami kobiet w cigzy oraz tropikalnej anemii” (str. 42);

* Czasteczka kwasu foliowego na schemacie 1.4 oraz 1.5 na rézny uktad wigzan w czesci
pterydynowej; wprawdzie w literaturze funkcjonuja obie struktury i dodatkowo forma

aromatyczna, ale prositabym o jaki§ komentarz w tej sprawie;
* ,Temat ten zostal zglebiony przez wykonanie znacznej ilosci badan” (str. 48);
* ,organometaliczny element [*"Tc(CO);(H,0);]*” (str. 56);

* Fragment ten odpowiedzialny jest za kompleksowanie jonéw lantanowcéw. W powyzszej
publikacji atomem takim jest gal, jednak w literaturze odnalez¢ mozna roéwniez przyktady
z wykorzystaniem indu czy lutetu” (str. 57), w tej grupie tylko lutet jest lantanowcem;

* strzatka z dwoma grotami pomiedzy ré6znymi formami adduktu wody do czgsteczki leku na
schemacie 1.15 (w jego $rodkowej cze$ci) powinna by¢ zastgpiona dwoma strzatkami
w przeciwnych kierunkach (str. 66); ta pierwsza jest zarezerwowana dla struktur

rezonansowych;
* charakteryzujg sie tym, iz réznig sie one miedzy sobg” (str. 69);
* ,w przypadku wysoce toksycznych ilo$ciach dawek” (str. 72);
* ,Moja decyzja poparta byta wystapieniem mozliwych interakeji” (str. 121);
* ,czasteczki majgcej zawierajacg fragment inhibitora” (str. 138);
* ,Na kolejnych chromatografach” (str. 143) i ten sam btad powtdérzony na rysunkach 3.7-3.10;

* sygantu resztowego” (str. 161);
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* ,Analizy HPLC oznaczano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej” (str. 161);
* korzystajac z rotatora”;

* bledna struktura drugiego zwigzku na stronie 185 (powinien by¢ to zwigzek 105 bedacy
estrem fert-butylowym) oraz pierwszego zwigzku na stronie 186 (powinien by¢ to zwiagzek
ITIA bedacy bedacy pochodng amidosiarczanows);

* chlorowodorek esteru dimetylowego” oraz ,wysuszono z wykorzytstaniem” (strona 194);
* ,pozostawiono w stanie mieszania” (str. 199);

* opis widma 'H NMR dla zwigzku 137H jest opisem dla eteru metylowego, a nie etylowego
(str. 206);

*  TMSCI uzyty w przepisie zamiast TBDMS (strona 230);
przy czym te potkniecia nie wplywajg na mojg pozytywna ocene recenzowanej pracy.

Podsumowujac, Kandydatka z sukcesem zrealizowata postawione przed nig cele badawcze,
wykorzystujac technike dokowania molekularnego wyselekcjonowata biblioteke 36 nowych
zwigzkow o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym, zaprojektowata wieloetapowe syntezy
pozwalajace na ich uzyskanie, a nastepnie skutecznie przeprowadzila synteze i charakterystyke
otrzymanych struktur. Aktywno$¢ biologiczna tych zwigzkow zostata zbadana dzieki wspodtpracy
z zespotem dr. hab. Macieja Mastyka z Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego, a uzyskane wyniki
wskazuja na wysoki potencjal terapeutyczny badanych zwigzkéw. Ponadto, bogaty materiat
eksperymentalny zawarty w pracy $wiadczy o bieglosci Doktorantki w stosowaniu réznorodnych
technik laboratoryjnych oraz o jej umiejetnosciach w zakresie samodzielnego prowadzenia badan

naukowych.

Uwazam, ze praca doktorska mgr inz. Olgi Ciupak bez watpienia spetnia wszystkie wymogi
stawiane przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tj.: Dz.U. 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.), dlatego wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdanskiej o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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