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Ocena Pracy doktorskiej Pana mgr inz. Grzegorza Hajdasia
pt. ,,Otrzymywanie nowych koniugatow steroidowych o potencjalnych

wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych”

Podstawe opracowania stanowi uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w spawie powierzenia
mi funkcji recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Grzegorza Hajdasia
pt. ,Otrzymywanie nowych koniugatéw steroidowych o potencjalnych
wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych” z dnia 20 lutego 2026 roku.

Kluczowym wyzwaniem wspoélczesnej medycyny jest poszukiwanie nowych
rozwigzarn farmakologicznych umozliwiajacych skuteczne przeciwdzialanie
narastajacej opornoéci drobnoustrojéow na stosowane antybiotyki. Szczegdlnie
niepokojacym jest fakt, Zze zdolnos¢ patogendw do rozwijania i doskonalenia
mechanizméw opornosci znaczaco przewyzsza tempo opracowywania nowych
lekéw przeciwdrobnoustrojowych. W odpowiedzi na te trudnosci coraz wieksze
zainteresowania budza innowacyjne strategie terapeutyczne oparte na integracji
ré6znych mechanizméw dzialania. Perspektywicznym pod tym wzgledem
rozwigzaniem jest polaczenie dwoéch biologicznie aktywnych czasteczek w jedna
strukture biokoniugatu. Tego rodzaju uklady moga stanowi¢ alternatywe dla
klasycznych farmaceutykéw nie tylko pod wzgledem modyfikacji wlasciwosci

fizykochemicznych, ale przede wszystkim z uwagi na potencjalny synergistyczny
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efekt aktywnosci biologicznej. W ten obszar badawczy doskonale wpisuje sie praca
doktorska mgr inz. Grzegorza Hajdasia, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Tomasza Pospiesznego oraz dr inz. Hanny Koenig pelniacej funkcje promotora
pomocniczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala zredagowana na podstawie
nastepujacych prac naukowych: Click chemistry as a method for the synthesis of
steroid bioconjugates of bile acids derivatives and sterols, Steroids, 2023, 199, 1-12,;
Synthesis, Hemolytic Activity, and In Silico Studies of New Bile Acid Dimers
Connected with a 1,2,3-Triazole Ring, ACS Omega, 2024, 9(37), 39277-39286; Changing
the game: innovative applications of steroid conjugates, Na pograniczu chemii, biologii i
fizyki - rozwdj nauk. Tom 6. Wydawnictwo Naukowe UMK, Torun, Polska, 2025, 11-30;
Recent Advances in Steroid Discovery: Structural Diversity and Bioactivity of Marine
and Terrestrial Steroids, International Journal of Molecular Sciences, 2025, 26(7), 3203;
Formylated Bile Acid-Steroid Conjugates: Synthesis, Antifungal Properties, and in
silico studies, ACS Omega, 2025, 49, 60152-60161.

Liczaca 133 strony dysertacja zostala podzielona zgodnie z przyjetymi
standardami na dwie czesci: literaturowq i doswiadczalng. Zilustrowana rysunkami
(31), schematami (63) oraz tabelami (11), zawiera streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, podsumowanie, wykaz stosowanych skr6téw, cytowanej literatury,
materialy uzupelniajgce, na ktére sklada sie szes¢ publikacji, o$wiadczenia
wspoétautoréow dotyczace ich merytorycznego udzialu w pracach stanowigcych
podstawe dysertacji oraz wykaz stosowanych skrétéw i akroniméw, ulatwiajacy
lekture rozprawy.

Czes¢ literaturowa, poprzedza wstep ze sprecyzowanym zadaniowo celem,
ktérym bylo opracowanie strategii otrzymywania nowych pochodnych steroidowych
oraz ich kompleksowa charakterystyka pod katem wlasciwosci fizykochemicznych
i przeciwdrobnoustrojowych, a takze analiza korelacji pomiedzy struktura
zsyntezowanych produktéw a wykazywang przez nie aktywnosciag biologiczng.

W pierwszych czterech rozdzialach Autor opisal budowe, klasyfikacje oraz
znaczenie biologiczne steroidéw i ich pochodnych: steroli, stanoli, a takze kwasow
z0lciowych, konsekwentnie podkresdlajagc role zréznicowania strukturalnego

w determinowaniu ich funkgji biologicznych. Nastepnie przedstawil zagadnienia
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dotyczace chemicznych modyfikacji steroidéw oraz wieloetapowych proceséw ich
syntezy, zwracajac uwage czytelnika na kluczowe aspekty funkcjonalizacji, takie jak
selektywnos¢ reakcji, wynikajaca z obecnosci wielu centréw reaktywnosci oraz
wlasciwy dobér reagentéw i metod protekcji grup karboksylowych i hydroksylowych.

Na kolejnych stronach zostaly podane przykiady klasycznych modyfikacji
strukturalnych pierscieni szkieletu steroidowego z wykorzystaniem reakcji
halogenowania, utleniania, alkilowania, redukcji, substytucji elektrofilowej, reakcji
Suzuki oraz Grignarda.

Po scharakteryzowaniu koncepcji chemii ,click” jako nowoczesnego,
selektywnego i efektywnego podejScia stosowanego w projektowaniu ukladow
molekularnych, a zwtaszcza w kontekscie otrzymywania koniugatéw o potencjalne;j
aktywnosci biologicznej, Doktorant podal przyklady reakcji wprowadzania grup
azydkowych oraz terminalnych grup alkinylowych, pelniacych kluczowa role
w syntezie funkcjonalizowanych pochodnych steroidowych, a w szczegélnosci
koniugatow steroli i kwasow zélciowych.

Czes¢ literaturowa zamyka rozdziat, w ktérym Autor omawiajac biokoniugaty
steroidowe o dzialaniu przeciwnowotworowym i przeciwdrobnoustrojowym
podkreséla celowos¢ prowadzenia badant nad projektowaniem nowych polaczen
zawierajacych w swej strukturze pierécien cyklopentanoperhydrofenantrenowy, jako
stabilnych farmaceutykéw, o zwiekszonej biodostepnosci i selektywnosci w stosunku
do okreslonych receptorow.

Reasumujgc pragne podkresli¢, ze w czeéci literaturowej zatytulowanej , Sekcja
literaturowa” zostaly przedstawione najbardziej istotne zagadnienia, ktére dobrze
koresponduja z problematyka badan wpisanych w dysertacje doktorska.

W ,Sekcji badawczej” Autor opisat rezultaty badan, ktére charakteryzuja sie
przemyslana strategia postepowania i zasadniczo mozna podzieli¢ je na dwa obszary
tematyczne:

e synteza i analiza strukturalna potaczen steroidowych,
e okreslenie potencjalnych wtasciwosci biologicznych oraz badania
aktywnosci hemolitycznej i przeciwdrobnoustrojowej zsyntezowanych

koniugatéw steroidowych.



W wyniku trzyetapowego procesu, ktoérego kluczowym etapem byta reakcja
cykloaddycji Huisgena estréw propiolowych kwaséw zétciowych: litocholowego,
deoksycholowego i cholowego z azydooctanowymi pochodnymi cholesterolu
i Sa-cholestan-33-olu otrzymano sze$¢ nowych koniugatéw steroidowych 124-129
zawierajacych w swej strukturze pierscient 1,2,3-triazolowy. W analogiczny sposéb
z wykorzystaniem w roli substratéw reakcji typu ,click” propiolowych estrow
kwasow litocholowego, deoksycholowego i cholowego oraz ich azydkowych
analogbw  zostalo zsyntezowanych dziewie¢ dimerycznych koniugatow
odpowiednich kwaséw zolciowych 136-144. Natomiast dwunastu nowych
mréwczanowych koniugatéw steroidowych 153-164 dostarczyta reakcja cykloaddyecji
estrow kwasow: litocholowego, deoksycholowego, cholowego oraz cholesterolu
i ba-cholestan-3p-olu  zawierajacych terminalne ugrupowanie alkinylowe
z azydkowymi pochodnymi kwaséw zoétciowych: litocholowego, deoksycholowego,
cholowego.

Strukture wszystkich otrzymanych nowych tytulowych koniugatéw
steroidowych potwierdzono standardowymi metodami spektroskopowymi:
TH NMR, 3C NMR, FT-IR oraz HR-ESI-MS.

Istotny etap uzupelniajagcy badania eksperymentalne stanowia obliczenia
semiempiryczne metoda PM5 oraz analizy in silico obejmujace predykcje aktywnosci
biologicznej (PASS) i dokowanie molekularne, ktére umozliwily wstepna ocene
potencjalnej bioaktywnosci oraz identyfikacje mozliwych celéw molekularnych.
Uzyskane wyniki dostarczaja interesujacych przestanek na temat stabilnosci
termodynamicznej, potencjalnych mechanizméw dziatania oraz korelacji pomiedzy
struktura zsyntezowanych koniugatéw steroidowych a ich aktywnoscia biologiczna.
Autor podkresla znaczenie liczby i rodzaju podstawnikéw oraz charakteru facznika
triazolowego w modulowaniu wtasciwosci farmakologicznych. W przypadku analizy
PASS dla dimeréw kwasoéw zélciowych i steroli 124-129 przewidziane zostalty
dzialania hipolipemiczne i antagonistyczne w stosunku do cholesterolu oraz
aktywnosé¢ antyhipercholesterolemiczna i hamowanie hydrolazy acylokarnityny.
Wytypowana aktywnoscia biologiczng dla octanowych pochodnych kwaséow
litocholowego, deoksycholowego i cholowego 136-144 byta krioprotekcja i dzialanie

hipolipemiczne, antywirusowe, a takze dziatanie inhibicyjne wobec polipowatosci
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gruczolakowej. Natomiast dla koniugatéw mréwczanowych 153-164 program
Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) zaproponowat szerokie spektrum
potencjalnych bioaktywnosci, sposréd ktérych najczesciej przewidywana byla
inhibicja aktywnosSci monooksygenazy eteru glicerylowego - enzymu
uczestniczgcego w metabolizmie lipidow.

Na podstawie wynikéw analizy PASS oraz badani cytotoksycznosci in vitro
z udzialem ludzkich erytrocytéw Autor wybral do dokowania molekularnego
zréznicowane strukturalnie trzy steroidowe dimery kwasu litocholowego 136,
deoksycholowego 140 i cholowego 144, ktére wykazywaly obnizona aktywnosé
hemolityczng w stosunku do substratow. Natomiast kryterium wyboru celow
molekularnych: gyrazy DNA i transglikozylazy zwigzanej z Lipidem II byla ocena
aktywnosci przeciwbakteryjnej. Do oceny inhibicji biosyntezy cholesterolu przez
koniugaty kwasu litocholwego 124 i 127 zastosowano reduktaze 3-hydroksy-3-
-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA). W celu okreslenia wlasciwosci
przeciwgrzybiczych mréwczanowych pochodnych kwasu deoksycholowego 159
i kwasu cholowego 160 w stosunku do Fusarium culmorum przeprowadzono
dokowanie molekularne z udziatem syntazy trichodienu (TRI5).

Uzupelnieniem badan in silico (PASS) oraz analizy potencjalnych oddziatywan
ligand-biatko z wykorzystaniem dokowania molekularnego, ktére pozwala na pelna
ocene potencjalu farmakologicznego zsyntezowanych pochodnych steroidowych sa
przeprowadzone badania aktywnosci hemolitycznej i przeciwgrzybiczej. Testom na
aktywnos¢ w stosunku do grzyboéw gatunku: Botrytis cinerea, Fusarium culmorum,
Alternaria alternata, Trichoderma atroviridae oraz Trichoderma harzianum byly poddane
wszystkie zsyntezowane mréwczanowe pochodne kwaséw zoélciowych z ukladem
1,2,3-triazolowym 153-164.

W tym miejscu pragne podkresli¢, ze zaprojektowana strategia syntezy
biokoniugatéow steroidowych i polaczenie badann in silico oraz dokowania
molekularnego z wielowymiarowa oceng potencjatu farmakologicznego i korelacja
struktura-aktywnoé¢ $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktoranta do
samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Rozprawe doktorska zamyka rozdzial podsumowujacy badania nad

projektowaniem, synteza i oceng bioaktywnosci nowych koniugatéw steroidowych.
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Ponadto zostaly w nim sformutowane wnioski, a takze przedstawiono perspektywy
oraz przyszle kierunki badani nad poszukiwaniem i modyfikacjami strukturalnymi
selektywnych, a zarazem biodostepnych zwigzkéw steroidowych.

Przechodzac do uwag, ktére wynikaja z powierzonej mi roli recenzenta, pragne
zauwazy¢, ze w Spisie tabel (strona 11) Autor zamiescit nie tylko tabele, ale réwniez
po raz kolejny wymienil 63 schematy. Nie zgadzam sie ze stwierdzeniem, ze
o klasyfikacji i wladciwosciach fizykochemicznych steroidu decyduja wylacznie
dtugos¢ i rodzaj taricucha bocznego przy C(17) (strona 19), poniewaz istotny wplyw
wywieraja réwniez inne wymienione wczeéniej elementy strukturalne, takie jak
konfiguracja przestrzenna ukladu steroidowego, obecnos¢ wigzant podwojnych oraz
rodzaj podstawnikéw. Schemat 9 (strona 39) nie jest w pelni zgodny z opisem,
poniewaz pochodna 41 nie jest estrem, gdyz jego struktura nie zawiera ugrupowania
estrowego. Z kolei zwiazek 42 nie jest ,zredukowanym homologiem estradiolu”,
poniewaz w pozycji C17 pierScienia steroidowego nadal obecna jest niezredukowana
grupa karbonylowa. Na Schemacie 12 (strona 40) zwigzek 49 nie jest enolowa,
a hydroksylowa pochodna formestanu. Natomiast na Schemacie 13 (strona 41) oraz na
Schemacie 19 (strona 45) blednie zostaly przedstawione struktury odpowiednio
stenbolonu i kwasu ftalowego. W wyniku reakcji eliminacji z udzialem kolidyny
(Schemat 18, strona 44) tworzy sie pochodna 68, a nie 67, jak podano w komentarzu na
stronie 43. Ponadto reakcja hydrolizy prowadzi jedynie do usuniecia grupy acetalowej,
a nie jak pisze Autor acetalowej i acylowej. Schemat 26 przedstawia synteze izomeru
cis 16a-17p- estradiolu 101, natomiast zaproponowana nazwa ,,cis-diolowa pochodna
17a-benzoesanu estradiolu” nie odzwierciedla struktury otrzymanego zwiazku.
Przedstawiona struktura pochodnej pregnenolonu 113 nie potwierdza opisanego
w komentarzu do Schematu 29 (strona 53) przebiegu reakcji, zgodnie z ktérym
w trakcie reakcji Grignarda nastepuje eliminacja grupy acylowej. W pracy znalaztam
kilka niescistosci, ktére moga wprowadzi¢ Czytelnika w blad, m.in odestanie do
nieistniejacego Schematu 64 (stronal04) oraz bledna numeracja zwiazkéw np. zwiazek
123 jest sterolowym substratem, a nie jednym ze steroidowych produktéw 124-128
(strona 80). Ponadto Autor kilkakrotnie w tekscie pracy powoluje si¢ na Zrédia
literaturowe, ktérych nie cytuje np. na stronie 113. Pewne zastrzezenie budzi spos6b

zapisu numeracji zwigzkéw. W przypadku nazw niesystematycznych stosowanie
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numerdw w nawiasach, zaréwno w tekscie pracy, jak i na schematach reakcji, wydaje
sie nie w pelni konsekwentne, cho¢ zagadnienie to mozna traktowa¢ jako kwestie
redakcyjna.

Przechodzac do przedstawionej w dysertacji charakterystyki spektroskopowej
zsyntezowanych pochodnych steroidowych pragne zwrécié uwage, ze nie ma
,podwojnego singletu” (strona 92), jest natomiast dublet lub dwa singlety,
w dodatku ten kontrowersyjny opis nie moze dotyczy¢ protonéw metylenowych
27-CH,, poniewaz z weglem C27 nie jest zwigzany zaden proton. Szkoda, ze
w przypadku sygnalow zinterpretowanych jako dublety Autor konsekwentnie nie
podaje statych sprzezenia oraz intensywnosci sygnatéw, nie tylko w komentarzach ale
roéwniez na zamieszczonych w pracy fragmentach widm 'H NMR. Ponadto czesto
piszac o sygnalach nie precyzuje o jaki rodzaj sygnalu chodzi np. przesuniecia
protonéw grup metylowych, sygnaty dla protonéw 26’-CHs i 27'-CHj3 (strona 81).

Podczas publicznej obrony pracy doktorskiej prosze Doktoranta o wyjasnienie
nastepujacych kwestii:

e co Autor rozumie przez okreélenie ,nakladanie pojedynczych
rezonansoéw” (strona 92),

e dlaczego sygnal pochodzacy od protonéw metylenowych atomu wegla
29C pierscienia triazolowego (fragment widma "H NMR zamieszczony
na Rysunku 23 A) zostal zinterpretowany jako dublet, a nie uktad dwéch
dubletéw, oraz czy protony mozna uznaé za homotopowe,

e czy zamieszczenie rozdzialéw dotyczacych badann potencjalnej
aktywnosci in silico przed badaniami in vitro bylo zamierzone, czy tez
badania in silico - okreslone przez Autora jako mniej kosztownie i mniej
czasochlonne - zostaly przeprowadzone dopiero po analizie
hemolitycznej i testach aktywnosci przeciwgrzybiczej.

Pragne zaznaczyé, ze w tekScie pracy doktorskiej dostrzeglam pewne
niedociggniecia o charakterze stylistycznym, gramatycznym, interpunkcyjnym
i edytorskim. Majg one jednak charakter formalny i nie wplywaja na wartosc
merytoryczng ocenianej dysertacji, a zostaly wskazane jedynie z recenzenckiego

obowiagzku.



Oceniajac  warto$¢ merytoryczng recenzowanej rozprawy doktorskiej
stwierdzam, ze do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych Doktoranta nalezy zaliczy¢:
e zaprojektowanie strategii syntezy steroidowych koniugatéw
zawierajgcych w  swej strukturze pierscien 1,2,3-triazolowy
z wykorzystaniem chemii ,click” (reakcja CuAAC), w wyniku ktorej
zostalo otrzymanych 29 nowych, nieopisanych dotad w literaturze
steroidowych koniugatow mieszanych i dimerycznych pochodnych
kwaséw zélciowych: litocholowego, deoksycholowego, cholowego
i steroli: cholesterolu, 5a-cholestan-3p-olu, ktérych struktury
jednoznacznie potwierdzily analizy spektroskopowa NMR i FT-IR oraz
spektrometria mas ESI-MS,

e umiejetne polaczenie badan eksperymentalnych z analiza obliczeniowg,
dzigeki czemu zastosowanie metod poélempirycznych (PM5), predykcji
aktywnosci biologicznej (PASS) oraz dokowania molekularnego
pozwolilo na ocene potencjalnych wtasciwosci biologicznych badanych
zwigzkéw, a takze na wstepne okreslenie korelacji struktura -
aktywnos¢,

e potwierdzenie badaniami in wvitro aktywnosci biologicznej
zsyntezowanych koniugatéw steroidowych, w tym aktywnosci
przeciwgrzybiczej oraz  zréznicowanego  profilu  aktywnosci
hemolitycznej, a tym samym wskazanie potencjalu aplikacyjnego
niektérych steroidowych pochodnych jako zwigzkéw o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym.

Analizujagc w pelni zrealizowane przez Doktoranta cele badawcze, ktére
wpisuja sie¢ w aktualny nurt badan nad poszukiwaniem nowych i efektywnych metod
otrzymywania oraz modyfikacji strukturalnych zwigzkéw bioaktywnych, zwtaszcza
pochodnych charakteryzujacych sie korzystnymi wlasciwosciami fizykochemicznymi,
wyzszg stabilnosciag oraz lepszym profilem farmakokinetycznym w poréwnaniu ze
standardowo stosowanymi farmaceutykami, nie mam watpliwosci, ze tematyka
badar prowadzonych w ramach dysertacji doktorskiej badan jest istotna i aktualna.
Jestem réwniez przekonana, ze uzyskane wyniki, maja zaréwno warto$¢ poznawcza,

jak i aplikacyjna dla obszaru syntezy bioorganicznej i chemii medycznej.



Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja autorstwa
Pana mgr inz. Grzegorza Hajdasia zatytulowana: ,Otrzymywanie nowych
koniugatow steroidowych 0 potencjalnych wladciwoéciach
przeciwdrobnoustrojowych” spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce. W zwiazku z powyzszym z calym przekonaniem przedstawiam Radzie
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu wniosek o dopuszczenie Pana mgr inz. Grzegorza Hajdasia do dalszych

etapéw obrony pracy doktorskiej.
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