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Temat pracy, dotyczacy enancjoselektywnej biotransformacji wybranych  substancji  czynnych
z zastosowaniem cieczy jonowych, podjety przez Panig mgr Joanne Chatlupke jest rozwijany od kilkunastu lat
z bardzo interesujacymi rezultatami w Katedrze i Zaktadzie Chemii Lekow pod kierunkiem Promotora niniejszej
pracy, Pana prof. dr hab. Michata Marszafta. Tematyka badawcza wiacza sie w nurt badan podstawowych oraz
aplikacyjnych dotyczacych czystosci analitycznej substancii leczniczych i pod wzgledem waznosci tematyki dla
nauk farmaceutycznych moze jedynie konkurowaé z technologia postaci leku. Problem czystosci
enancjomerycznej jest od okolo 30 lat uwzgledniany w regulacjach instytucji rzadowych, porzadkowany
wytycznymi REACH i przepisami w zakresie ochrony $rodowiska zatwierdzonymi przez Uni¢ Europejska,
Stany Zjednocione i Japonig. Dziatania te doprowadzity do znacznego spadku rejestracji i sprzedazy lekéw
w formie racemicznej na korzysé lekéw zawierajacych czyste enancjomery substancji leczniczych, ktére
charakteryzujg si¢ wieksza efektywnoscia dziatania, mniejsza iloscig dziatan niepozadanych, a tym samym
wigkszym bezpieczenstwem. Z tego wzgledu tematyka podjeta przez Doktorantke jest bardzo aktualna,
a dokonany wybér tematu uwazam za bardzo uzasadniony.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Chatupki stanowi spéjny tematycznie zbior czterech
publikacji opatrzonych stosownym komentarzem. Doktorantka zawarla w dysertacji: (i) informacje
o finansowaniu i publikacjach bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej, (i) stowa kluczowe i wykaz
stosowanych skrétéw w jezyku polskim i angielskim, (iii) wstep, (iv) wprowadzenie do zagadnien
szczegotowych poruszanych w pracy, (v) cel pracy, (vi) wyniki i dyskusje, (vii) wnioski, (viii) streszczenia pracy
W jezyku polskim i angielskim, (ix) literature, (x) spis rycin, (xi) o$wiadczenia wspoélautordw o udziale
w publikacjach, (xii) zaswiadczenia o udziale w grantach oraz (xiii) informacje o dorobku naukowym.
Poszczegblne rozdziaty zostaly napisane poprawnym jezykiem naukowym, a kolejnosé przedstawiania danych
i cytowane pi$miennictwo nie budza zastrzezen recenzenta. PiSmiennictwo komentarza liczy 113 odnosnikéw
literaturowych, ktére zostaly odpowiednio dobrane i pochodzg w wigkszoéci z ostatnich 20 lat. W pracy
zamieszczono 35 rycin i 9 tabel. Z informacji zamieszczonej na poczgtku pracy dowiadujemy sig, ze badania

zawarte w rozprawie byly wspoifinansowane ze $rodkéw grantu NCN Preludium 14. Nastepnie mgr Joanna
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Chatupka przedstawita dane bibliometryczne dotyczace czterech publikacji bedacych przedmiotem rozprawy
doktorskiej, w ktorych jednoczesnie jest pierwszym autorem: (i) Current Organic Chemistry z 2020 r.,
(if) Catalysts z 2022 r., (iii) Catalysts z 2023 t. oraz (iv) International Journal of Molecular Sciences z 2023 r.
baczny wskaznik oddziatywania Impact Factor publikacji wiaczonych do dysertacji wynosi 17,39, a punktacja
MEiN 410. Z zawartych w oswiadczeniach informacji jasno wynika, ze Doktorantka w stopniu znaczacym
przyczynita si¢ do powstania wszystkich publikacji, gdyz brata udziat w opracowaniu koncepcji badan i hipotezy
badawczej, zaplanowaniu i przeprowadzeniu badan, opracowaniu danych, przegladzie pismiennictwa,
przygotowaniu manuskryptdw i ich korekcie.

W dalszej czgsci rozprawy, po wymienieniu stéw kluczowych oraz wyjasnieniu stosowanych skrotow,
Doktorantka zawarta rzeczowo napisany Wstep, dotyczacy czystosci enancjomerycznej leku. Zwrdcita uwagg,
ze weigz w produktach leczniczych stosowane sa racematy, a nie czyste enancjomery, co nie zawsze, ale w wielu
przypadkach moze skutkowa¢ pojawianiem si¢ dziatati niepozadanych, a takze koniecznoscia przyjmowania
wigkszych dawek leku. Dalej przedstawita enzymatyczny rozdzial racemiczny jako metode otrzymywania
czystego enancjomeru. Wskazata stereoselektywna biotransformacje racematu w obecnosci lipazy jako metode
pozyskiwania wybranych enancjomeréw przy uwzglednieniu odpowiedniego $rodowiska jako czynnika
wplywajacego na efektywno$¢ i enancjoselektywnosé procesu. Z uwagi na ograniczenia zwiazane
z rozpuszczalnoscia racematéw w rozpuszczalnikach organicznych, Doktorantka zaproponowata zastosowanie
W rozdziatach kinetycznych ukladéw dwufazowych opartych na cieczach jonowych w polaczeniu
z rozpuszczalnikami organicznymi, przedstawiajgc szeroko zalety takiego rozwigzania. W samej pracy
postanowila skupi¢ si¢ na ocenie wptywu cieczy jonowych na enancjoselektywne biotransformacje réznych
racemicznych mieszanin substancji stosowanych w lecznictwie, w tym (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu
i kwasu karboksylowego (R S)-klopidogrelu. Zaproponowata badania aktywnosci katalitycznej lipaz
w biotransformacjach wraz z poréwnaniem parametrow kinetycznych, takich jak enancjoselektywnosé,
konwersja, nadmiar enancjomeryczny substratow i produktéw. Warto podkreslié, ze zaproponowane zagadnienia
badawcze s3 w pehni interdyscyplinarne, faczac najnowsze trendy chemii medycznej, analizy farmaceutycznej
i biotechnologii. W szerszym wymiarze badania prowadzace do czystych enancjomerycznie substancji
przyczyniajg si¢ do redukcji dziatan niepozadanych i poprawy bezpieczenstwa stosowania lekéw. Nalezy
podkresli¢, ze przewodzaca dysertacji hipoteza badawcza i pomyst na wypelnienie powigzanej z nig luki
badawczej jest bardzo zaawansowany, bo dotyka istotnych zagadniefi podstawowych, ale takze moze
w przysztosci przelozy¢ si¢ na wymierne efekty praktyczne. W kolejnych rozdziatach zatytutlowanych: Izomeria,
Chiralno$¢ substancji czynnych, Enzymatyczny rozdzial kinetyczny jako metoda otrzymywania chiralnych
czystych zwigzkéw, Pani mgr Joanna Chatupka skupila si¢ na przedstawianiu zagadnien skupionych wokot
hipotezy badawczej. Wyczerpujaco uzasadnita znaczenie srodowiska prowadzenia reakcji w procesie rozdziatu
kinetycznego, zwracajac uwage na zasadno$¢ doboru odpowiedniego rozpuszczalnika. Zagadnienia te doskonale
wpisuja si¢ w poruszane w publikacjach tematy i ultatwiajg ich zrozumienie. Stanowig tez bardzo dobre
kompendium o walorach dydaktycznych. W kolejnym rozdziale pod tytutem Enzymy, Doktorantka zawarla

kilka zagadnien szczegétowych, jak ogdlna charakterystyka enzymow — budowa i dzialanie, interakcje enzym
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substrat z uwzglednieniem modeli Fischera i Koshlanda, klasyfikacje i nomenklatur¢ enzyméw, kinetyke reakcji
enzymatycznych, z uwzglednieniem modelu Michaelisa-Menten, réwnania Lineweavera-Burka, inhibicje
kompetycyjng i niekompetycyjng enzyméw oraz praktyczne znaczenie inhibitoréw, biokatalize, charakterystyke
lipaz z uwzglednieniem ich rodzajow, katalizowanych reakcji i zastosowan. W rozdziale pt. Ciecze jonowe
przedstawita ogolng ich charakterystyke, metody otrzymywania, podziat i budowe oraz zastosowanie, w tym do
rozdziatu kinetycznego racematéw. W ostatnim podrozdziale zwigzanym z czescia literaturowg skupila sie na
parametrach opisujacych enancjoselektywnos¢ reakcji, w tym na nadmiarze enancjomerycznym substratow
1 produktéw, stopniu konwersji i enancjoselektywnosci.

W rozdziale Cel pracy, Pani mgr Joanna Chatupka zidentyfikowata luke badawcza w istniejacym stanie
wiedzy postanawiajac w dysertacji skupi¢ si¢ na optymalizacji warunkoéw reakeji rozdziatu kinetycznego
wybranych substancji czynnych z wykorzystaniem lipaz jako enancjoselektywnych biokatalizatoréw
w dwufazowym ukladzie katalitycznym ztozonym z rozpuszczalnika organicznego i cieczy jonowej. W ramach
celow szczegbtowych postanowita przeanalizowaé czynniki wplywajace na rozdziat kinetyczny, a nastgpnie
przeprowadzi¢ analizy z uzyciem ultrasprawnej chromatografii cieczowe;j sprzezonej z tandemowa spektrometrig
mas lub detektorem DAD. Przedmiotem prac badawczych miata by¢ analiza wptywu czynnikéw zastosowanych
w reakcjach kinetycznych na warto$¢ parametréw wskazujacych na ich enancjoselektywnosé.

Szczegbtowe rezultaty zostaly zawarte w kolejnym rozdziale Wyniki i dyskusja wynikéw w formie
komentarza do publikacji i ich kopii:

(?) Publikacja 1 — Current Organic Chemistry 24 (2020) 2782 — W pracy przegladowej Doktorantka poruszyta
temat enzymatycznej enancjoselektywnej biotransformacji na przykladzie lekow wykorzystywanych w terapii
nadcisnienia. Dokonata analizy danych literaturowych w zakresie enzymatycznego rozdziatu kinetycznego
lekow B-adrenolitycznych. Poruszony temat jest bardzo istotny, gdyz przez wiele lat podtrzymywane byto
przekonanie, Ze P-blokery mozna z powodzeniem wykorzystywa¢ jako racematy z (S)-enancjomerem
wykazujacym pozadany efekt terapeutyczny. Tymczasem wielokrotnie obserwowane dla racematéw dziatania
uboczne wskazaty na konieczno$¢ wyeliminowania potencjalnie szkodliwego (R)-enancjomeru. Doktorantka
dokonata selekcji pismiennictwa i oméwita metody rozdziatéw (R.S)-atenololu i (R,S)-propranololu. Zauwazyta,
ze procedury rozdziatu kinetycznego poza jednym przypadkiem, gdy zastosowano dwufazowy uklad
katalityczny oparty na cieczy jonowej i rozpuszczalniku organicznym, prowadzone byly wylacznie
W rozpuszczalnikach organicznych. W pracy oméwila takze zalety stosowania dwufazowego ukladu
katalitycznego.

(i7) Publikacja 2 — Catalysts 12 (2022) 1068 — Doktorantka podjeta si¢ zastosowania dwufazowych uktadéw
katalitycznych w enancjoselektywnej biotransformacji racemicznego atenololu. Na poczatku pracy przedstawita
szeroki kontekst badan w zakresie poszukiwania lekéw do terapii nadci$nienia oraz uzasadnienie dla stosowania
pozadanych terapeutycznie (S)-enancjomeréw P-blokeréw. Nastepnie uzasadnila korzysci z prowadzenia
stereoselektywnej biotransformacji z uzyciem lipaz w uktadach dwufazowych opartych na cieczach jonowych
i rozpuszezalnikach organicznych. W ramach badan zoptymalizowata rozdziat kinetyczny (R S)-atenololu

z uzyciem dwufazowego uktadu katalitycznego zawierajacego ciecze Jjonowe oraz dwéch réznych izoform
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Candida rugosa (OF lub MY), stosujgc octan winylu jako donor grupy acetylowej. Wspomniana reakcje zbadata
w 8 roznych ukladach katalitycznych, analizujac z uzyciem systemu UPLC-MS/MS zachodzace zmiany
w zakresie nadmiaréw enancjomerycznych substratéw i produktéw, konwersji i enancjoselektywnosci.
Drobiazgowe badania i analiza wynikoéw pozwolity na wyselekcjonowanie uktadu katalitycznego opartego na
1-etylo-3-metyloimidazoliowym tetrafluoroboranie i toluenie jako tego, dla ktérego jest mozliwe uzyskanie
enancjomerycznie czystych pochodnych atenololu (ee, = 93,76%) przy najwyiszej czystosci katalitycznej
i enancjoselektywnosci (£ = 57,22) rozdziatu kinetycznego. Warto doda¢, ze Doktorantka wykazata mozliwo$é
wielokrotnego wykorzystania lipaz w pieciu kolejnych cyklach katalitycznych.

(#ii) Publikacja 3 — Catalysts 13 (2023) 292 — Doktorantka podjeta si¢ zastosowania dwufazowych uktadéw
katalitycznych do enancjoselektywnego rozdziatu (R,S)-1-fenyloetanolu. Na poczatku pracy uzasadnita korzysci
wynikajace z zastosowania biokatalizy w zestawieniu z kataliza chemiczng w chemii i farmacji, omawiajac
zastosowanie lipaz. Jako zwigzek modelowy do badan wybrala naturalnie wystepujacy w przyrodzie
1-fenyloetanol. Zwrécita uwage, ze (S)-1-fenyloetanol jest czgsto wykorzystywanym substratem przy
otrzymywaniu wielu substancji aktywnych farmaceutycznie. W dalszej cze$ci obszernie scharakteryzowala
ciecze jonowe, ich wlasciwosci fizykochemiczne i mozliwosci wykorzystania w syntezie. W ramach badan
dokonata optymalizacji rozdziatu kinetycznego (R,S)-1-fenyloetanolu poddajac go acetylacji octanem winylu lub
octanem izoprenylu. W ramach enancjoselektywnej biotransformacji do (S)-1-fenyloetanolu przetestowala
40 ukfadow katalitycznych réznigcych si¢ czynnikiem acetylujacym, srodowiskiem reakcji, ciecza jonowsa
(w 8 wariantach pominigto ciecz jonows) i biokatalizatorem (Burkholdera cepacia, Candida rugosa OF).
Zmiany zachodzace w roztworach reakcyjnych byly monitorowane w czasie 168 godzin w 24 godzinnych
przedziatach czasowych z uzyciem chiralnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV-VIS,
co pozwolito na wykazanie dla zastosowanych uktadéw réznych enancjoselektywnos$ci i nadmiaréw
enancjomerycznych substratéw i produktow. Najbardziej wydajnym i enancjoselektywnym ukladem okazat sie
uktad katalityczny zawierajacy lipaze Burkholdera cepacia, 1-etylo-3-metyloimidazoliowy tetrafluoroboran
i n-heptan z wartosciami £ = 379 i ee, = 98,9%. Warto dodaé, ze oceniono mozliwos¢ wielokrotnego
wykorzystania lipaz w pieciu kolejnych cyklach katalitycznych.

(iv) Publikacja 4 — International Journal of Molecular Sciences 24 (2023) 11124 — Doktorantka podjela si¢
optymalizacji reakcji enancjoselektywnej estryfikacji (R,S)-klopidogrelu z zastosowaniem cieczy jonowych.
Na poczatku pracy uzasadnita wybér leku do badan wskazujac na jego zastosowanie w leczeniu i zapobieganiu
wybranym chorobom sercowo-naczyniowym poprzez zastosowanie terapii przeciwptytkowej. Dalej omowita
klopidogrel z uwzglednieniem budowy, metabolizmu, wskazujac na znaczenie stosowania enancjomerycznej
formy terapeutycznej (S)-klopidogrelu oraz wykazujac dziatania niepozadane i ograniczenia (R)-klopidogrelu.
W ramach badan skupifa si¢ na optymalizacji enzymatycznego rozdzialu kinetycznego kwasu karboksylowego
(R.S)-klopidogrelu, celem uzyskania enancjomerycznie czystego (S)-klopidogrelu. Zweryfikowata wplyw
$rodowiska reakcji oraz lipazy Canida rugosa na konwersje i enancjoselektywnos¢ w prowadzonych procesach
rozdziatéw kinetycznych analizujgc 18 réznych ukladéw katalitycznych w czasie 120 godzin i stosujgc analizg

UPLC-MS/MS. Najlepsze parametry E = 113,40 i ee, = 94,21% uzyskala dla dwufazowego ukladu
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katalitycznego opartego na cykloheksanie i 1-etylo-3-metyloimidazoliowym tetrafluoroboranie oraz lipazie
z Candida rugosa.

W rozdziale Wnioski Doktorantka zebrata najwazniejsze dokonania zawarte w cyklu opublikowanych prac
oryginalnych, ktore zawarta w 12 wnioskach.

Tres¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Chalupki zawarta w cyklu trzech oryginalnych i jednej
przegladowej publikacji jest zgodna z teza postawiona w tytule. Sposéb prowadzenia badan i interpretacji
wynikébw w pracach oryginalnych wskazuje na bieglos¢ Doktorantki w stosowanej metodologii
i dokumentowaniu wynikéw. Uzyskane dane eksperymentalne zostaly w przedstawionych do oceny pracach
krytycznie oméwione w kontekscie $wiatowego pi$miennictwa i bezposrednich wieloletnich do§wiadczefi
Zespotu. Uzyskane wyniki maja wigc duze znaczenie poznawcze i stanowig istotny wkiad do chemii
farmaceutycznej. Praca zostala zrealizowana wedlug dobrze przemyslanego schematu, co pozwolilo na
zweryfikowanie hipotezy badawczej. Hipoteza badawcza wraz z powigzanym celem pracy, polegajacym na
optymalizacji warunkéw reakcji rozdziatu kinetycznego wybranych substancji czynnych z wykorzystaniem lipaz
Jako enancjoselektywnych biokatalizatoréw w dwufazowym ukladzie katalitycznym ztozonym z rozpuszczalnika
organicznego i cieczy jonowej, zostaly osiggnigte i zrealizowane. Badania Doktorantki jasno wskazaty na
mozliwos¢ zastosowania proponowanego podejscia do otrzymania enancjomeréw badanych substancji
aktywnych farmaceutycznie. Doktorantka skrupulatnie przesledzita z uzyciem chiralnej chromatografii
cieczowej przebieg procesdw zachodzacych w mieszaninach reakcyjnych podczas rozdziatu. Dla
enancjomerycznie czystego (R,S)-atenololu i kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu zaproponowata lipaze
z Candida rugosa, podczas gdy dla (R,S)-1-fenyloetanolu lipazg z Burkholderia cepacia. Wykazala,
ze zastosowanie ukladéw ztozonych opartych na cieczy jonowej i rozpuszczalniku organicznym w rozdziatach
kinetycznych wywiera wptyw na efektywno$é i enancjoselektywnos¢ prowadzonych biotransformacii, a co jest
istotne pozwala takze na mozliwos¢ ich wielokrotnego wykorzystania. Uzyskane wyniki dostarczyly perspektyw
dla kolejnych badan podstawowych i aplikacyjnych o duzym znaczeniu dla nauk farmaceutycznych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska posiada kilka plaszczyzn pozwalajacych ja analizowaé jako
nowatorskg: (/) podjecie zagadniefi bardzo aktualnych naukowo poprzez wlaczenie si¢ w nurt badan enzyméw
jako enancjoselektywnych katalizatoréw do pozyskiwania wysokiej czysto$ci substancji aktywnych
farmaceutycznie, ktory wpisuje sie w zagadnienia tzw. zielonej chemii, (ii) zastosowany bardzo nowoczesny
warsztat badawczy faczacy techniki analityki i biotechnologii farmaceutycznej, (iii) duzy potencjat poznawczy
uzyskanych wynikow, stanowigcy wkiad w problematyke bezpieczenstwa lekéw, tym samym porzadkujacy
zastany stan wiedzy i otwierajgcy nowe perspektywy dalszych ciekawych zastosowan aplikacyjnych. Nie mam
najmniejszych watpliwosci, ze przedstawione i opublikowane dane eksperymentalne posiadajg wysoka wartogé
merytoryczng.

Pani mgr Joanna Chatupka posiada w mojej ocenie znakomity dorobek naukowy. Na dziefi 28 sierpnia 2023
r. byta wspétautorka 7 publikacji o tacznym wspétezynniku Impact Factor 27,463 i punktacji MEiN 750, liczba
cytowan prac wg WoS wynosita 38, a Indeks Hirscha 2. Wzieta udziat w 8 konferencjach naukowych

o charakterze krajowym i 2 migdzynarodowych, prezentujac postery i komunikaty ustne. Brata udzial
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w 4 projektach badawczych jako wykonawca, odbyla liczne szkolenia, a Jej praca zostata doceniona nagrodami
o zasiggu uczelnianym. Uzyskane doswiadczenie doskonale rokuje jej dalszej i szybkiej karierze naukowej.

Wszystkie rozdzialy i prace eksperymentalne zawarte w dysertacji zostaly napisane bardzo poprawnym
Jezykiem naukowym. W czasie lektury pracy pojawily si¢ dwie kwestie o charakterze dyskusyjnym, o ktérych
rozwinigcie poprosze¢ Doktorantk¢ podczas publicznej obrony: (i) Jakie s3 metody wydzielania docelowych
produktdw reakcji — wiasciwych enancjomeréw z cieczy jonowych?; (ii) str. 122 — Jakie badania byly
prowadzone lub mozna zaproponowaé celem poparcia wniosku, ze ciecze jonowe wplywaja na konformacje
lipaz poprzez oddziatywania jonowe, dipolarne, wiazania wodorowe lub van der Waalsa, co przektada sie na
inhibicj¢ lub hiperaktywacje biokatalizatorow? Zwracam takze uwage na nieliczne kwestie edytorskie, ktore
pojawily si¢ podczas czytania pracy: (i) str. 15, Rycina 4 — Zapewne chodzito o konfiguracje, a nie konformacje;
(i) str. 17, Rycina 5 — Czy na skali rzegdnych powinno znalezé sie 10%?; (iii) str. 41, Tabela 5, poz. 9 —
Zastosowano okreslenie wodorotlenek kwasu karboksylowego — Czy mozna uzy¢ okreslenia peroksykwas lub
nadkwas?; (iv) str. 45, Rycina 20 — Na rysunku pokazano kation 1-alkilopirydyniowy oraz kation 1-alkilo-1
metylopirolidyniowy (dalej w tekscie na str. 47 zastosowano dla obu z nich poprawng nomenklature). Rycina 21
- W przypadku anionu NTf, nie pokazano fadunku na rysunku.

Reasumujgc uwazam, ze Pani mgr Joanna Chalupka doskonale zmierzyla si¢ z postawionym w temacie
pracy problemem, wykazala si¢ znajomoscia zagadnien teoretycznych i przygotowaniem warsztatowym.
Moja bardzo wysoka ocena wartoSci merytorycznej przedstawionej dysertacji wynika z umiej¢tnego
polaczenia przez Doktorantke wiedzy z zakresu chemii i biotechnologii farmaceutycznej. Przekazana do
recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia wymogi stawiane tego typu pracom, dlatego tez wnosze do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne o dopuszczenie mgr Joanny Chalupki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ przedlozonej do recenzji dysertacji, zwracam si¢

do Wysokiej Rady Dyscypliny z osobnym wnioskiem o wyréznienie przedmiotowej pracy doktorskiej.
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