Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
Zaklad Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych
15-222 Bialystok, ul. Mickiewicza 2A
tel. 85 748 57 43

Biatystok, 21.11.2023

Ocena rozprawy doktorskiej pt.:

Enancjoselektywna biotransformacja wybranych substancji czynnych

z zastosowaniem cieczy jonowych

wykonanej przez
mgr farm. Joanne Chatupke

pod kierunkiem:

prof. dr hab. n. farm. Michata Piotra Marszatta

Podstawa formalna wykonania recenzji: Uchwata nr 100/2023 Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu z dnia 19.09.2023 r. w sprawie wyznaczenia recenzentow rozprawy
doktorskiej Pani mgr farm. Joanny Chatupki w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Ocena strony formalnej

Praca doktorska Pani mgr Joanny Chatupki stanowi zestawienie czterech zgodnych
tematycznie opublikowanych anglojezycznych prac: jednej pogladowe;j i trzech oryginalnych,
ktore pomysinie przeszty ocene miedzynarodowych recenzentéw. W pracy zamieszczono
oswiadczenia wspotautorow publikacji podkreslajgcych  kluczowg role Doktorantki
w opracowaniu koncepcji badan i hipotezy badawczej, zaplanowaniu i wykonaniu oznaczen,
opracowaniu danych, przegladzie pismiennictwa, napisaniu manuskryptow, wprowadzeniu
poprawek i wykonaniu czynnosci zwigzanych z procesem publikowania.

Przedstawiona do recenzji dysertacja ma typowy uktad rozprawy doktorskiej
powstatej na bazie spdjnego tematycznie zbioru prac naukowych opublikowanych

w czasopismach naukowych. Publikacje stanowigce rozprawe doktorska sg nastepujace:
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1. Joanna Chatupka, Adam Sikora, A. Kozicka, Michat Piotr Marszalt. Overview: enzyme-
catalyzed enantioselective biotransformations of chiral active compounds used
in hypertension treatment, Current Organic Chemistry, 2020, Vol. 24, nr 23, s. 2782-
2791.DOI: 10.2174/1385272824999201020204256.
IF =2,180; MEIN =70
2. Joanna Chatupka, Adam Sikora, Michat Piotr Marszatt. The utilization of two-phase
catalytic system in enantioselective biotransformation of racemic atenolol, Catalysts,
2022, 12(9), 1068. DOI: 10.3390/catal12091068.
IF =4,501; MEIN =100
3. Joanna Chatupka, Jacek Duleba, Adam Sikora, Tomasz Siddmiak, Michat Marszatt.
The Application of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective Separation of
Racemic (R,S)-1-Phenylethanol, Catalysts 2023, 13(2), 292. DOI:
10.3390/catal13020292.
IF =4,501; MEIN =100
4. Joanna Chatupka, Adam Sikora, Marta Ziegler-Borowska, Michat Piotr Marszaft.
Bio-approach of obtaining enantiomerically pure clopidogrel with the use of ionic
liquid, International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24(13), 11124. DOI:
10.3390/ijms241311124.
IF = 6,208; MEIN = 140
Przytoczony cykl publikacji dotyka bardzo wainego z punktu widzenia nauk
farmaceutycznych aspektu rozdziatu zwigzkéw aktywnych biologicznie na pojedyncze
racematy. Prace opublikowano w czasopismach o istotnym wskazniku wptywu (taczna liczba
punktéw obliczona wg daty opublikowania prac wynosi 410 pkt. MEiIN, a sumaryczny
IF=17,39). Na podkreslenie zastuguje samodzielnos¢ badawcza Pani mgr Joanny Chatupki
(pierwsza autorka we wszystkich czterech pracach). Dowodzi to duzej kreatywnosci
i znajomosci najbardziej pozadanych kierunkéw badawczych. Swobodne postugiwanie sie
fachowym jezykiem angielskim, przygotowanie wynikdw zamieszczonych w publikacjach w

formie wykresdw i tabel obrazujgcych uzyskane wyniki jest bardzo staranne i czytelne.
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Wprawdzie struktura i uktad pracy sg prawidtowe to w spisie tresci zostat pominiety rozdziat
14- spis tabel.
Reasumujgc uwazam, ze przedstawiona rozprawa od strony formalnej nie budzi

zastrzezen.

Ocena strony merytorycznej

Wiekszos¢ stosowanych produktéw leczniczych w medycynie posiada strukture
chiralng. Niestety rdznice wystepujgce we wtasciwosciach biologicznych izomeréw powoduja
powazne problemy w racjonalnej farmakoterapii. Z tego wzgledu zespoty badawcze coraz
czesciej podejmujg starania, aby produkt koncowy syntezy lekdw stanowity substancje
czynne w postaci enancjomerow zamiast wczesniej stosowanych mieszanin racemicznych.
Wykorzystanie stereospecyficznych preparatéw niesie ze sobg wiele korzysci. Mozna w ten
sposéb zmniejszy¢ wielkos¢ efektywnej dawki niezbednej do osiggniecia dziatania
terapeutycznego, zmniejszajagc tym samym ryzyko pojawienia sie dziatan niepozgdanych
i interakcji z innymi lekami. Pozwala to takze na zwiekszenie skutecznosci terapeutycznej
pojedynczej dawki leku, a takze unikniecie licznych niekorzystnych interakcji w politerapii.
Ponadto umozliwia zmniejszenie toksycznosci spowodowanej obecnoscig nieaktywnych
stereoizomerdéw. Jednakie w wyniku syntezy chemicznej, ktdora wcigz jest jedna
z podstawowych metod otrzymywania nowych lekéw i prekursoréw bardzo trudno jest
otrzymacé zwigzek biologicznie czynny w postaci konkretnego enancjomeru. Dlatego tez
wcigz podejmowane sg préby poszukiwania innowacyjnych metod pozwalajgcych
na otrzymanie sterospecyficznych czystych substancji aktywnych. Majgc na uwadze ilos¢
nowej wiedzy, ktérg dostarcza aktualnie nauka i nasuwajgc wcigz kolejne pytania badawcze
przedstawiona do recenzji praca jest préba odpowiedzi na te wyzwania. Dlatego wybor
tematu pracy dysertacyjnej Pani mgr Joanny Chatupki uwazam w petni za uzasadniony.

Tytut pracy odnoszacy sie do cyklu publikacji odpowiada celowi i tresci rozprawy.
Dobdr tematu badawczego sSwiadczy o zorientowaniu Doktorantki na wazne problemy
chemii medycznej i o duzej kreatywnosci w projektowaniu badan. Zaprojektowane zatozenia

pracy Pani mgr Joanny Chatupki sg bardzo interesujgce i pozwalajg na wiele oryginalnych
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spostrzezen, waznych nie tylko z punktu widzenia naukowego, ale posiadajgcych istotne
wartosci aplikacyjne. Majgc na uwadze znaczenie powyzszych czynnikdw uwazam, ze praca
dostarcza nowej wiedzy w zakresie tego tematu badawczego, co pozwala Recenzentowi
na stwierdzenie, ze Autorka orientuje sie w aktualnych trendach badan i wykorzystuje
najnowsze osiggniecia nauki w celu ich modyfikacji. Z tego wzgledu bardzo wysoko oceniam
wartos$¢ naukowaq i aplikacyjng ocenianej rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona hipoteza badawcza zostata sformutowana w sposdb prawidtowy
i zaktada optymalizacje warunkow reakcji rozdziatu kinetycznego wybranych substancji
czynnych z wykorzystaniem lipaz jako enancjoselektywnych biokatalizatoréw w dwufazowym
uktadzie katalitycznym sktadajgcym sie z rozpuszczalnika organicznego oraz cieczy jonowe;j.
Do zrealizowania gtéwnej hipotezy wyznaczono cztery jasno sformutowane cele badawcze,
ktore taczg sie w logiczng catos¢ i odnosza sie do sposobu opracowania wynikéw,
jednoczesnie informujgc czego mozna spodziewac sie w kolejnych publikacjach. S3 to:

1. Analiza literatury naukowej dotyczgcej rozdziatéw kinetycznych produktow
leczniczych stosowanych w kardiologii na przyktadzie lekéw B-adrenolitycznych.

2. Optymalizacja procesu rozdziatu chromatograficznego (R,S)-atenololu,
(R,S)-1-fenyloetanolu oraz (R,S)-klopidogrelu z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych chiralnych faz stacjonarnych oraz systeméow HPLC i UPLC-MS/MS;

3. Optymalizacja rozdziatéw kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu
oraz (R,S)-klopidogrelu na drodze enancjoselektywnej biotranformacji z
zastosowaniem dwufazowych uktadéw katalitycznych zawierajgcych ciecze jonowe.

4. Testowanie i ocene aktywnosci wykorzystanych lipaz w kolejnych cyklach reakcyjnych
enancjoselektywnej biotransformacji (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu oraz (R,S)-
klopidogrelu.

W pierwszym poglagdowym manuskrypcie, z 4 jednotematycznych publikacji
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, w formie systematycznego przegladu wykazano
potrzebe opracowania i optymalizacji nowej metody enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
lekéw B-adrenolitycznych. Przeprowadzony przeglad literaturowy pozwolit

na zaobserwowanie korzysci wynikajgcej ze stosowania cieczy jonowych w rozdziatach
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kinetycznych lekéw B-adrenolitycznych. Stanowito to podstawe do dalszych badan, ktoére
zostaty zaprezentowane w kolejnych pracach. Podjeto w nich prébe zoptymalizowania
rozdziatu kinetycznego z wykorzystaniem dwufazowych uktadéw katalitycznych
zawierajgcych ciecze jonowe (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu i kwasu karboksylowego
(R,S)-klopidogrelu. W przypadku (R,S)-atenololu testowano wptyw cieczy jonowych
oraz dwodch izoform lipazy z Candida rugosa (OF lub MY) na rozdziat kinetyczny tego leku
z zastosowaniem octanu winylu petnigcego funkcje donora grupy acetylowej. Wynikiem
przeprowadzonych badafA jest zaproponowanie mieszaniny reakcyjnej pozwalajaca
na uzyskanie chiralnie czystego octanu (S)-atenololu. Nastepnie wykonano badania
dotyczgce zastosowania dwufazowego uktadu reakcyjnego w rozdziale kinetycznym
(R,S)-1-fenyloetanolu. W efekcie zaproponowano optymalne warunki enancjoselektywnej
esteryfikacji umozliwiajgcej uzyskanie chiralnie czystego (S)-1-fenyloetanolu. Dodatkowo
w ramach zrealizowanych prac badawczych zoptymalizowano enancjoselektywng
biotransformacje oraz okreslono wptyw czynnika acetylujgcego Srodowiska reakcji
oraz zastosowanego biokatalizatora na efektywnos$¢ i enancjoselektywnos¢ prowadzonych
rozdziatow kinetycznych. Ostatnim etapem prac badawczych byta optymalizacja rozdziatu
kinetycznego kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu. Polegaty one na badaniu wptywu
Srodowisk reakcji, ktére réznity sie miedzy sobg rozpuszczalnikiem organicznym oraz ciecza
jonowg, na enancjoselektywnos¢ oraz wydajno$é prowadzonych biotransformacji. W ich
wyniku zaproponowano optymalne warunki enancjoselektywnej estryfikacji pozwalajgcej na
uzyskanie chiralnie czystego (S)-klopidogrelu.

Majgc na uwadze, iz praca doktorska jest zbiorem tematycznie spdjnych prac
badawczych, cel, materiat, metody i wyniki s3 omowione dla kazdej z czterech publikacji.
Dobdér metod badawczych nie budzi zastrzezen. Niewatpliwg zaletg pracy jest duza liczba
przeprowadzonych analiz z zastosowaniem rdéinych systeméow katalitycznych. Do
interpretacji uzyskanych wynikéw zastosowano odpowiednie prawidtowo dobrane
zaawansowane procedury statystyczne umozliwiajgce wielowymiarowe mozliwosci
interpretacyjne wynikow. Uzyskane wyniki Doktorantka prawidtowo zanalizowata,

zinterpretowata i przedyskutowata. Omodwienie uzyskanych wynikdw napisane jest z duig
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whikliwoscig i znajomoscia problemu oraz bardzo dobrze skonfrontowane z licznymi
wynikami innych autoréw co oceniam bardzo wysoko. Wszystkie prace stanowig logicznie
powigzang catos¢. Nalezy podkresli¢, ze Autorka wykazata sie wszechstronng znajomoscia
stanu wiedzy w zakresie rozwigzywanego problemu. Mam duze przekonanie, ze takie
podejscie do pracy naukowej pozwoli jej w przysztej pracy badawczej projektowad
i prowadzi¢ badania o wazinym znaczeniu naukowym jak i aplikacyjnym. Nalezy takze
zaznaczy¢, ze w kazdej opublikowanej pracy oryginalnej dobdr pismiennictwa byt prawidtowy
i zawierat najbardziej znaczgce zagraniczne prace badawcze z ostatnich lat o wysokim
indeksie wptywu. Przygotowang przez Panig mgr Joanne Chatupke rozprawe doktorska
konicza wnioski, ktére dotycza najwazniejszych stwierdzen koncowych i sg odpowiedzig
na postawiong hipoteze badawczg. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki majg nie tylko
wartos$¢ poznawczg, ale sg nosnikiem tresci, ktére mogg by¢ przydatne dla farmaceutéw,
chemikow oraz biotechnologdw i moga by¢ inspiracjg do dalszych innowacyjnych badan.

Obowigzkiem recenzenta jest nie tylko merytoryczna ocena przedstawionej rozprawy
doktorskiej, ale takze zwrdcenie uwagi na redakcje pracy. Wprawdzie recenzent dostrzegt
nieliczne btedy literowe i interpunkcyjne, to jednak nalezy podkresli¢, ze praca jest napisana,
tadnym i zrozumiatym jezykiem, a szata graficzna, redakcja oraz estetyka pracy nie budza
zastrzezen.

Moja ocena pracy jest bardzo wysoka, chciatbym jednak uzyska¢ odpowiedz na kilka
nurtujgcych mnie pytan:

1. W kazdej z trzech prac eksperymentalnych zostata zastosowana lipaza z Candida
rugosa. Czy w trakcie tworzenia hipotezy byty brane pod uwage inne lipazy? Jezeli tak
to jakie i dlaczego nie zostaty wigczone do pracy doktorskiej? Jezeli nie, to dlaczego
wybor padt wiasnie na tg lipaze?

2. Jakimi przestankami kierowata sie Doktorantka przy wyborze zastosowanych cieczy
jonowych?

3. Czy Autorka ma juz wizje nastepnego projektu? Jesli tak, to prosze o odpowiedz jakie

dodatkowe czynniki zostatyby uwzglednione w badaniu?
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Whniosek koncowy

Podsumowujgc, stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata
napisana rzetelnie, szczegétowo i zgodnie z obowigzujgcymi zasadami redagowania tego
typu publikacji. Praca zostata starannie zredagowana i napisana poprawnym jezykiem,
z wykorzystaniem wtasciwej terminologii naukowej. Dodatkowo reprezentuje bardzo wysoki
poziom naukowy. Jej realizacja wymagata od Autorki petnego zaangazowania, duzej wiedzy
merytorycznej oraz dobrej organizacji catosci badan.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana praca w cafosci spetnia
wymagania ustawowe stawiane rozprawom na stopien doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne, zgodnie z art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1798 ze zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny
Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o nadanie Pani mgr Joannie Chatupce stopnia doktora

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
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