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Tematyka badawcza, dotyczaca szeroko rozumianej chemii lekow =z uwzglednieniem
zaawansowanych metod analitycznych, podjeta przez Pana mgr. Adama Sikore jest rozwijana od kilku
lat z bardzo interesujgcymi rezultatami w Katedrze i Zakladzie Chemii Lekéw pod kierunkiem
promotora niniejszej pracy, Pana prof. dr hab. Michata Marszalt. Doktorant podjat sie wykorzystania
metod biokatalitycznych, doktadnie dziatania lipaz z Candida rugosa do rozdzialu kinetycznego
racemicznej  formy leku  beta-adrenolitycznego  R.S-atenololu, ciekawie laczac temat
enancjoselektywnej biotransformacji z osiggnigciami nanotechnologii zwigzanymi z magnetycznymi
nanoczgstkami.

Problem czystosci analitycznej substancji leczniczej jest uwzgledniany w regulacjach instytucji
rzagdowych, porzadkowany wytycznymi i przepisami zatwierdzonymi przez Stany Zjednoczone,
Japonig i Uni¢ Europejska. Sformulowane w temacie pracy zagadnienie badawcze jest niezwykle
wazne, gdyz dotyka w szerszym wymiarze bardzo istotnego dla chemii farmaceutycznej problemu
jakim jest czystos¢ enancjomeryczna. W ostatnich 10 latach obserwuje si¢ znaczny spadek rejestracji
lekow w formie racemicznej, przy wzroscie udzialu lekow zawierajacych czyste enancjomery
substancji leczniczych. Zagadnienie badawcze skupione wokot pozyskiwania stereochemicznie
czystych substancji leczniczych dla celéow farmaceutycznych jest bardzo istotne, gdyz zwiazki
optycznie czynne r6znig si¢ migdzy soba nie tylko pod wzgledem farmakodynamicznym, ale
i farmakokinetycznym, co przeklada si¢ na skuteczno$é dziatania i profile dziatan niepozadanych.
Badania naukowe wyposazyly nas w rozne metody pozyskiwania enancjomerycznie czystych
substancji aktywnych farmaceutycznie, a wigc posiadajacych pozadang jakosé i efektywno$é dziatania
oraz bezpieczenstwo stosowania. W syntezie substancji leczniczych wykorzystywane sa powszechnie

homochiralne zwigzki naturalne, synteza asymetryczna, rozdziat kinetyczny mieszanin racemicznych,

1



a takze coraz czgdciej biotechnologiczne metody otrzymywania chiralnie czystych substancii
aktywnych farmaceutycznie, wykorzystujac do tego enancjoselektywne biokatalizatory. Rozdziat
kinetyczny opiera si¢ na chiralnych kompleksach Jacobsena wykorzystywanych w syntezie
stereoselektywnej, a takze metodach biokatalitycznego wydzielania czystych enancjomerow
z racematow, co zostalo wykorzystane w pracy doktorskiej. W metodach biokatalitycznych duze
znaczenie odgrywaja enzymy z klasy hydrolaz — lipazy, ktore znane sg z aktywnosci katalitycznej w
reakcjach estryfikacji, ale i hydrolizy estréw oraz amidow. Dzieki technikom immobilizacji
izolowanych z grzybéw i bakterii lipaz, enzymy te sg dostepne takze w formie oczyszczonych
produktow biatkowych oraz w postaci immobilizowanej, co pozwala na ich wielokrotne wykorzystanie.
Dokonany przez Doktoranta wybor lekéw do badan, ktérymi sa B-adrenolityki jest bardzo uzasadniony,
gdyz w swietle literatury tylko S-enancjomery tej grupy wykazuja dzialanie terapeutyczne, natomiast
R-enancjomery sg pozbawione dziatania, a nawet sg odpowiedzialne za dziatania niepozadane. Od
czasu wprowadzenia tych zwigzkow do lecznictwa 55 lat temu, za sprawag prac fizjologa i farmakologa,
odkrywey propranololu Jamesa Blacka, za co otrzymat w 1988 roku Nagrode Nobla, niewiele si¢
zmienito. Leki te sa stosowane w postaci racematow, cho¢ sg grupa, ktéra odniosta jeden
z najwiekszych sukcesow w farmakologii XX wieku.

Rozprawa doktorska Pana mgr. farm. Adama Sikory stanowi bardzo spojny tematycznie zbior
czterech publikacji opatrzonych obszernym komentarzem. Praca zawiera wszystkie wymagane
rozdzialy tj. wstep, czes¢ teoretyczna, cel pracy, przedruki publikacji wraz z dyskusja najwazniejszych
osiggnie¢ w nich zawartych, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, pi$miennictwo,
informacj¢ o finansowaniu, wykaz rycin, o$wiadczenia autorow o ich udziale w publikacjach.
Doktorant zataczyl ponadto (i) Curriculum Vitae oraz (i) Wykaz wszystkich publikacji. Kolejnos¢
rozdzialbw w rozprawie, cytowane pi$miennictwo i streszczenie nie budzag zastrzezen recenzenta.
Rozprawa zawiera szereg rycin, ktore znacznie utatwiajg zrozumienie omawianych wynikéw. Nie mam
takze zastrzezen co do doboru i wykorzystania zrodet zarowno w publikacjach, jak 1 przygotowanym
do nich komentarzu. Pismiennictwo komentarza liczy 64 odnosniki literaturowe, odpowiednio dobrane
1 pochodzace w wigkszosci z ostatnich 10 lat. Komentarz zostal napisany poprawnym jezykiem
naukowym. Jedyna drobna kwestia, zaznaczam, ze roznie przedstawiana w krggach naukowych,
dotyczy uzycia w pracy slowa syntetyzowaé, ktore jest postrzegane jako galizm (fr. synthétiser), stad
zaleca sie uzycia formy syntezowac.

Tresé rozprawy doktorskiej Pana mgr Adama Sikory, jest zgodna z tezg postawiong w tytule.
Podjety cel pracy zostal poprawnie zrealizowany w czterech publikacjach i podsumowany we
wnioskach oraz streszczeniu. Doktorant dokonal wlasciwego wyboru tematyki do wstepu i czesci

literaturowej, ktore poruszaja nast¢pujace zagadnienia: (i) rozdzial kinetyczny, (ii) lipazy z C. rugosa
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jako biokatalizatory rozdzialu kinetycznego R.S-atenololu, (iii) superparamagnetyczne nanoczastki
jako nosniki do immobilizacji lipaz, ktore stanowig zwarte oraz bardzo kompletne kompendium.
Sprawia ono, ze podjete w dalszych czesciach pracy zagadnienia, zdefiniowany cel, komentarz do
publikacji wraz z pracami oraz wnioski wydajg sie naturalnie wpisywa¢ w poruszane problemy.
Zaplanowane przez Doktoranta w celu pracy badania mialy dotyczy¢ opracowania i optymalizacji
metody chromatograficznej z uzyciem chiralnych faz stacjonarnych oraz zestawu UPLC-MS/MS do
oznaczania substratow 1 produktow enancjoselektywnej biotransformacji wraz z optymalizacjg
rozdziatu kinetycznego R,S-atenololu z zastosowaniem lipaz z C. rugosa w formie wolnej
1 immobilizowanej. Cel ten mial ponadto zosta¢ wzbogacony o analize literatury naukowej dotyczgcej
rozdziatu kinetycznego lekoéw B-adrenolitycznych.

Sposob wykonania badan przedstawiony w publikacjach wskazuje na bieglo$¢ Doktoranta
w stosowane] metodologii 1 dokumentowaniu wynikow. Udzial mgr. Adama Sikory
w przeprowadzonych w ramach cyklu publikacji badaniach, koresponduje z dopetiajgcymi opisami
dotyczacymi udziatow wspotautoréw prac. Doktorant krytycznie przedyskutowal uzyskane dane
eksperymentalne w publikacjach. Szczegétlowe badania i ich wyniki znajdujace sie w poddanych
ocenie pracach dotycza:

(i) Publikacja 1 — Curr. Org. Chem. 14 (2017) 747-754 — Doktorant dokonat trafnego wyboru
metod analitycznych, a nastgpnie przeprowadzil ich walidacje. Dla potrzeb analiz dokonal oceny
dziewigciu komercyjnie dostepnych enzymow, szesciu rozpuszezalnikow organicznych petnigcych rolg
Srodowiska reakcji, co pozwolilo na wyselekcjonowanie najbardziej optymalnego systemu
katalitycznego. W ramach badan zoptymalizowat rozdzial chromatograficzny z uzyciem chiralnego
podioza, co pozwolilo na jednoczesne oznaczenie enancjomerOw substratow oraz produktow
przeprowadzonej enancjoselektywnej biotransformacji. Na drodze rozdziatu kinetycznego otrzymat
enancjomerycznie czysty octan S-atenololu. Zaleta przeprowadzonych badan jest potwierdzenie
mozliwosci zastosowania komercyjnie dostepnych lipaz oraz wykazanie ich roznej efektywnosci przy
rozdziale kinetycznym R,S-atenololu. Doktorant wykazal, ze wydajnos¢ kompletnego systemu
katalitycznego zalezy od kilku czynnikoéw, wiaczajagc w to lipazg, stezenie i charakter chemiczny
donora grupy acetylowej, srodowisko reakcji i czas reakcji, a octan izopropenylu okazat si¢ najlepszym
donorem grupy acetylowej. Z kolei toluen jako rozpuszczalnik, okazat sie najlepszym srodowiskiem do
prowadzenia reakcji. Przeprowadzone badania jednoznacznie pozwolity na wyselekcjonowanie lipaz
z grupy C. rugosa (lipaza C. rugosa OF) o najwyzszej aktywnosci katalitycznej i enancjoselektywnosci
dla badanej biotransformacji;

(i1) Publikacja 2 — J. Mol. Catal. B: Enzym. 134 (2016) 43-50 — Doktorant skupit sie na

enancjoselektywnej acetylacji RS-atenololu z uzyciem lipaz z C. rugosa immobilizowanych na
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chitozanowych magnetycznych nanoczgstkach w  biotransformacji katalizowanej enzymatycznie.
Pomyst na immobilizacje enzymu jest dobrym rozwigzaniem, szczegélnie gdy chodzi o zwigkszenie
aktywnosci katalitycznej i stabilizacje jego struktury. Otrzymane na drodze wspotwytracania
magnetyczne nanoczastki FezO4 optaszczone modyfikowanym chitozanem i funkcjonalizowane dwoma
roznymi  grupami aminoalkilowymi zostaly poddane jako nosniki reakcjom z odpowiednio
aktywowanym enzymem — lipazg (dwie izoformy C. rugosa OF i MY). Tego typu immobilizat
odzyskiwano po przeprowadzaniu procesu  biokatalitycznego z uzyciem zewnetrznego pola
magnetycznego. Badania wykazaly stabilnogé immobilizowanego enzymu, a sam rozdziat kinetyczny
R,S-atenololu  skutkowat dobra enancjoselektywnoscig reakcji. Najlepsze wyniki uzyskano dla
izoformy C. rugosa OF;

(iii) Publikacja 3 — Tetrahedron - Assymetry 28 (2017) 374-380 — W pracy podjeto temat
enancjoseparacji R,S-atenololu z uzyciem lipaz C. rugosa (MY i OF) immobilizowanych na nowo
syntezowanych magnetycznych nanoczastkach charakteryzujgcych si¢ roézng liczebnoscia grup
aminowych oddalonych kazdorazowo od rdzenia linkerem etylenowym. Potwierdzono wysoka
aktywno$¢ katalityczng i enancjoselektywnosé tego systemu, uzyskujac octan S-atenololu o wysokiej
czystosci enancjomerycznej przy wysokiej konwersji reakcji. Sam za$ system katalityczny zostal
przetestowany w kolejnych cyklach katalitycznych, wykazujac wysokie parametry nawet po 5 cyklach
1 1200 godzinach;

(iv) Publikacja 4 — Mini-Rev. Org. Chem. 15 (2018) 374-381 — Doktorant dokonat przegladu
literatury na temat lipaz w ujeciu zastosowan biokatalitycznych w kinetycznym rozdziale racematow.
W przegladzie Doktorant omowil takze wlagciwodci samych no$nikéw i rozne techniki wiazania
enzymu na nosniku. Z tresci przygotowanego przegladu wynika, ze immobilizacja lipaz do matryc
skutkuje uzyskaniem biokatalizatoréw o wysokiej stabilnogci operacyjnej i aktywnosci katalitycznej.

Zastanawiam sig jakie przestanki skionity Doktoranta do zaproponowania struktury N-acetylowanej,
a nie O-acetylowanej, produktu - octanu S-atenololu, powstajgcego w biokatalitycznej reakcji
estryfikacji (R,S)-atenololu. Czy byly to wnioski wynikajgce z analizy referencji 10 w kontekscie 5, 16
z Publikacji 1, czy tez wykonano jakie§ dodatkowe badania potwierdzajace budowe chemiczna
produktu reakcji biokatalitycznej?

Bardzo spojny materiat badawczy pozwolit mgr. Adamowi Sikorze na wyciagniecie trafnych
wnioskow. Doktorant z sukcesem zoptymalizowat i pomyélnie przeprowadzit rozdzial kinetyczny
R.S-atenololu z uzyciem lipaz C. rugosa zaréwno w formie natywnej, jak i immobilizowanej na
powierzchni nanoczgstek magnetycznych. Przedstawiona do recenzji praca doktorska posiada trzy
plaszezyzny pozwalajace ja analizowaé jako nowatorska: (i) zastosowany nowoczesny warsztat

badawczy i analityczny pozwalajgcy na przeprowadzenie rozdziatu kinetycznego racematu
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R.S-atenololu z wykorzystaniem lipaz z Candida rugosa na drodze enancjoselektywnej
transestryfikacji, (if) podjecie zagadnien stereochemii lekéw z uzyciem metod biokatalitycznych
stosujgc zarowno formy natywne enzymow, jak i enzymy zwigzane z magnetycznym nosnikiem oraz
(iii) duzy potencjat aplikacyjny przedstawionych rozwigzan zaréwno dla nauk podstawowych, jak
I przemystu.

Pan mgr Adam Sikora uzyskat tytut magistra farmacji w Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu w 2014 r. Od 2015 . jest
zatrudniony w Katedrze i Zakladzie Chemii Lekéw na stanowisku asystenta, wczedniej technika. Jest
lub byt uczestnikiem 6 kursow, szkolen dotyczgcych specjalizacji z analityki farmaceutycznej, roznych
aspektow nowoczesnych technik analitycznych, modelowania farmakokinetyczno-
farmakodynamicznego, technik obliczeniowych oraz analizy produktow leczniczych. Odbyt staze
naukowe na Vrije Universiteit Brussel. Bierze udziat w pracach badawczych jako wykonawca
i kierownik projektow badawczych z NCN, a takze wspotpracuje z przemystem. Ponadto zostal za
swoja dziatalno$é wielokrotnie wyrozniony i odznaczony, m.in. w 2018 r. zostat stypendystg MNiSW
za wybitne osiggniecia dla doktorantéw. Posiada w mojej ocenie znakomity dorobek naukowy, jest
wspotautorem 16 publikacji o tgcznym wspotezynniku Impact Factor 38,847 i punktacji MNiSW 437.
wspotautorem 38 wystapien konferencyjnych.

Reasumujgc uwazam, ze Pan mgr Adam Sikora doskonale zmierzyl si¢ z postawionym
W temacie pracy problemem, wykazal si¢  znajomo$cia zagadnien teoretycznych
i przygotowaniem warsztatowym. Moja bardzo wysoka ocena warto$ci merytorycznej
przedstawionej dysertacji wynika z umiej¢tnego polgczenia przez Doktoranta wiedzy z zakresu
chemii lekow, chemii analityczne;j i nanotechnologii. Przekazana do recenzji rozprawa doktorska
W pelni spelnia wymogi stawiane tego typu pracom, zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 -
O stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki - Dz.U. RP nr 65, poz. 595
z 2003 r. wraz z pézniejszymi zmianami, w tym Ustawg z dnia 28 kwietnia 2017 r. — O zmianic
ustawy o stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki — Dz.U. RP poz. 859
z 2017 r., dlatego tez wnosz¢ do Wysokicj Rady Wydzialu Farmaceutycznego o dopuszczenie
mgr. farm. Adama Sikory do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

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

takze z wnioskiem o wyréznienie.
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