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mgr inz. Anny Skoczynskiej pt.: "TI-elektronowe zwigzki kompleksowe Ru(II)
z wybranymi ligandami o potencjalnej aktywno$ci przeciwnowotworowej”.

Promotor pracy - prof. dr hab. n.farm. Elzbiety Budzisz

Celem przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr inz. Anny Skoczynskiej
pt.: "TI-elektronowe zwigzki kompleksowe Ru(Il) z wybranymi ligandami o potencjalnej
aktywno$ci przeciwnowotworowej” byto poszukiwanie zwigzkéw arenowych zwigzkéw
kompleksowych Ru(ll) z ligandami, bedgcymi pochodnymi kumaryny i chromonu
wykazujgcych aktywnos¢ cytotoksyczna.

Choroby nowotworowe, to druga (po chorobach naczyniowo-sercowych)
przyczyna zgonéw. W zwigzku z tym, od lat trwajg intensywne badania nad
poszukiwaniem lekow, ktére moglyby by¢é stosowane w terapii choréb
nowotworowych. Jedng z takich grup zwiazkéw, sa kompleksy metali przej$ciowych.
Pierwszym kompleksem, ktéry znalazt zastosowanie w tej terapii, jest cisplatyna.
Kompleks ten z powodzeniem stosowany jest w leczeniu nowotworéw raka jader czy
jajnikéw. Poza tym jest wykorzystywany w terapiach skojarzonych, w tym nowotworéw
pecherza moczowego, ptuc, raka gtowy i szyi. W zwigzku z tym, nastgpit intensywny
rozw6j badann nad poszukiwaniem nowych, bardziej skutecznych i selektywnych
chemoterapeutykéw. Zwiazki rutenu (I1)/(I11), po Pt(II) /Pt(IV), Au(D) /(IIT) czy Ti(IV), sa
najcze$ciej badanymi zwigzkami, w kierunku mozliwosci wykorzystania ich w terapii
przeciwnowotworowej. Zaletami zwigzkéw rutenu w poréwnaniu do zwigzkéw platyny
jest to, iz s3 one mniej toksyczne i wykazuja odmienny sposéb dziatania. W chwili

obecnej dwa kompleksy rutenu (III) KP1019 wykazujacy aktywno$¢
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przeciwnowotworowg oraz NAMI-A, ktéry charakteryzuje sig¢ aktywnosScia
przeciwprzerzutowa, przeszty do drugiej fazy badan klinicznych.

W zwigzku z powyzszym, temat podjety przez Doktorantke, jest tematem
niezwykle istotnym i wpisuje sie ogélno$wiatowy nurt badan nad poszukiwaniem
nowych zwigzkéw kompleksowych, ktére moglyby by¢ stosowane w terapii. Niniejszg
prace, Doktorantka  wykonata w Zakladzie Chemii Surowcéw Kosmetycznych
kierowanym przez panig prof. dr hab. n. farm. Elzbiete Budzisz, ktéra prowadzi badania
nad kompleksami réznych metali, takimi jak Pt(Il); Pd(II); Cu(Il); Zn(II); Ru(ll) w
aspekcie zastosowania ich w leczeniu |

Uktad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. Zostata ona przedstawiona
w formie 195-0 stronicowego opracowania, ktére zostato podzielone na XI gtéwnych
rozdziatéw. Dodatkowym wsparciem niniejszej rozprawy jest 71 rysunkéw, 6
schematéw oraz 18 tabel.

W rozdziale pierwszym, ktérym jest Wstep, Doktorantka zwiezle wprowadza
Czytelnika w problematyke stosowania komplekséw metali przejSciowych w terapii
przeciwnowotworowej a w szczeg6lnosci komplekséw rutenu.

43-stronicowy Przeglad Literatury napisany jest starannie, a przekazywane tresci
majg jasny charakter. Bez watpienia Doktorantka bardzo dobrze zna tematyke i stan
dotychczasowej wiedzy dotyczacy badanych przez siebie uktadéw. Swiadczyé o tym
moze zamieszczenie az 233 trafnych pozycji literaturowych.

Pierwsze podrozdzialy to szczegélowy opis wiasciwosci chemicznych oraz
biologicznych rutenu (II)/(IIl), toksycznoé¢ zwigzkéw Ru(Ill) oraz zdolno$¢ tego
pierwiastka do nasladowania jonéw zelaza (IlI), a przede wszystkim opis wtasciwosci
znanych zwigzkéw rutenu, ktére byly otrzymane i przebadane w kierunku ich
wlasciwosdci przeciwnowotworowych. Zastlugujagcym na podkreslenie jest to, ze
Doktorantka nie skupila sie tylko na aktywnos$ci przeciwnowotworowej zwigzkéw
rutenu, ale takze np. na badaniach nad ich wtasciwo$ciami przeciwdrobnoustrojowymi,
mozliwo$cig wykorzystania ich w terapii fotodynamicznej czy projektowania zwigzkéw
rutenu (II) do oznaczania przeptywu elektronéw peroksydazy cytochromu c.

W zwiazKku z tym, iz prezentowana praca dotyczy arenowych komplekséw rutenu
(II) z pochodnymi kumaryn, ostatnim zagadnieniem, jaki Doktorantka omawia w tym

rozdziale sa pochodne kumaryny, ich wystepowanie, wiasciwosci lecznicze ze
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szczegblnym uwzglednieniem whadciwosci przeciwnowotworowych oraz ich zwigzku ze
strukturg liganda.

Tak jak wspomnialam we wstepie, gléwnym celem niniejszej pracy bylo
poszukiwanie nowych arenowych komplekséw rutenu (II) z ligandami bedacymi
pochodnymi kumaryny i chromonu. W celu realizacji zalozonego celu Doktorantka
podzielita prace na dwie czesci. Pierwsza z nich jest cze$¢ chemiczna, w ktérej zostata
opisana synteza odpowiednich ligandéw oraz otrzymanie ich komplekséw, a takze
charakterystyka ich wilaéciwosci fizykochemicznych. W drugiej czesci pracy zostaty
przeprowadzone badania biologiczne polegajace na oznaczeniu cytotoksycznosci
otrzymanych zwigzkéw wzgledem ludzkich nowotworowych linii komoérkowych:
biataczki szpikowej HL-60, biataczki limfoblastycznej NALM-6, czerniaka WM-115, raka
okreznicy COLO205, raka szyjki macicy Hela, trzustki CFPAC, przewlekiej biataczki
szpikowej K562 w warunkach in vitro za pomocg testu MTT. Ponadto zostata dokonana
ocena procentowego‘ stopnia uszkodzen DNA w komérkach biataczki limfoblastycznej
NALM-6 za pomocg testu kometowego dla wyselekcjonowanych zwigzkéw.

Istotng cze$cig pracy jest 61-stronicowy rozdzial ,Wyniki i Dyskusja” oraz
»Whnioski”, w ktérych Autorka szczegdétowo opisuje przebieg procesu otrzymania
wybranych ligandéw oraz komplekséw, wyniki analizy strukturalnej z zastosowaniem
metody NMR, IR, MS oraz analizy elementarnej, ich wtasciwosci fizykochemiczne oraz
aktywno$¢ biologiczna.

Do badan zostato wybranych 11 ligandéw, z ktérych Doktorantka zsyntetyzowata
pie¢ wczeéniej opisanych w literaturze ligandéw). Ligandy zostaly podzielone na cztery
grupy: Do grupy I nalezg aminopochodne kumaryn: 3-amino-2H-1-benzopiran-2-on (3-
aminokumaryna) (a), 7-amino-4-metylo-2H-1-benzopiran-2-on (7-amino-4-
metylokumaryna) (b), 6-amino-2H-1-benzopiran-2-on (6-aminokumaryna) (c). Do II
grupy nalezg ich hydroksylowe odpowiedniki: 3-hydroksy-2H-1-benzopiran-2-on (3-
hydroksykumaryna) (d), 4-hydroksy-2H-1-benzopiran-2H-1-on (4-hydroksykumaryna)
(e); 7-hydroksy-2H-1-benzopiran-2-on (7-hydroksykumaryna) (f). Do III grupy naleza
zwiazki posiadajgce w pozycji C-3 podstawniki aminoetylideno/amonobenzylideno-: (3-
(1-aminobenzylideno)-2H-chromeno-2,4-(3H)kumaryny (g), (3-(1-aminometyleno)-2H-
chromeno-2,4 (3H)-kumaryny (h), tiosemikarbazyd 3-acetylo-2H-1-benzopiran-2-onu
(tiosemikarbazyd 3-acetylokumaryny) (i), natomiast do IV grupy zwigzki nie nalezace

do wyzej wymienionych grup: ester metylowy kwasu 5-(2-hydroksyfenylo)-3-metylo-1-
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(2-pirydylo)-1H-pirazolo-4-karboksylowego (j) oraz 6-amino-4H-1-benzopiran-4-on (6-
aminochromon) (K). Doktorantka otrzymala dziewietnascie nowych, dotychczas nie
opisanych arenowych komplekséw Ru (II) z wyzej wymienionymi ligandami. Do syntezy
zostaly wykorzystane dimery dichloro(n6-p-cymenu)Ru(ll) (1); dichloro(n6-
heksametylobenzenu)Ru(ll) (2) oraz dichloro(n6-benzenu)Ru(ll) (3). Struktury
komplekséw potwierdzono za pomocg metod spektroskopowych: 1H NMR, MS, IR oraz
analizy elementarnej. Natomiast struktury trzech z nich zostaly potwierdzone na
podstawie  analizy = krystalograficzne;. Dla  komplekséw z  ligandami
aminokumarynowymi (a/b) zostaly takze wykonane pomiary fluorescencyjne,
wskazujace na tworzenie wigzania koordynacyjnego z jonem rutenu (II) oraz badania
aktywnosci elektrochemicznej z wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej. Tu
pojawia sie moje pytanie: Na jakiej podstawie Doktorantka wybrata zwiagzki do badan
fluorescencyjnych i elektrochemicznych? W jakim celu zostaly wykonane badania
elektrochemiczne?

Poréwnanie widm UV-Vis wykonanych po 0, 24 i 48 godzinach pozwolilo
Doktorantce na okreslenie stabilno$ci otrzymanych komplekséw. Wszystkie badane
zwiazki, za wyjatkiem trzech, byly stabilne. W przypadku kompleksu (2a)
zaobserwowano zmiane potozenia maksimum absorpcji dla pasma przy 237 nm (po 24h
nastapito przesuniecie w kierunku fal krétszych, 230,5 nm, natomiast po 48 godzinach
do 239 nm). W uktadzie z kompleksem (1d) po 24 h pasmo potozZone przy 239,5 nm
ulegto przesunieciu do 230,5 nm, natomiast dalsza inkubacja zwigzku nie spowodowata
kolejnych zmian w potoZeniu pasma. Natomiast w przypadku (2j), inkubacja przez 24h i
48h wptyneta nie na potozenie pasm, ale na ich intensywnos¢.

Kolejnym parametrem, jaki zostat okreslony dla wszystkich badanych zwigzkow,
byto okreélenie ich lipofilno$ci, wyrazonej w postaci parametru logP, wyznaczonego za
pomocg metody RP-TLC. Przeprowadzone badanie wykazato, iz wigkszo$¢ kompleksow
charakteryzuje sie $rednig lipofilno$cig (warto$¢ logP ok. 2) natomiast dla dwoch
zwigzkéw 4-hydroksykumaryny z dimerami: dichloro(n6-p-cymenu)Ru(Il) (1) oraz
dichloro(n6-benzenu)Ru(ll) ujemna warto$¢ logP (-0,02) sugeruje hydrofilowy
charaktery tych zwigzkow.

W drugiej czesci przedstawionej pracy, zostaty przedstawione wyniki badan
biologicznych. W pierwszym etapie okreslono przezywalno$¢ nowotworowych linii

komérkowych Hela, K562, CFPAC wobec wybranych zwigzkéw kompleksowych z
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ligandami aminokumarynowymi. Zastanawiam sie, co byto podstawa wyboru akurat
tych komplekséw. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, Ze badane kompleksy nie sa
cytotoksyczne. Drugim etapem badan, byto okreslenie cytotoksycznosci wszystkich
otrzymanych komplekséw i ligandéw wzgledem nowotworowych linii komérkowych
HL-60, NALM-6, WM-115, COLO-205.

Otrzymane wyniki pokazaty, iz generalnie badane zwigzki wykazujg staba
cytotoksyczno$é wobec wybranych linii komérek nowotworowych. Niemniej jednak, na
szczegblng uwage, tak jak stusznie zauwazyta Doktorantka w rozdziale V, zastuguje
zsyntetyzowany tiosemikarbazyd 3-acetylokumaryny oraz trzy kompleksy.
tiosemikarbazyd 3-acetylokumaryny wykazuje wyzsza, w poréwnaniu do pozostatych
badanych ligandéw cytotoksyczno$é, ale takze znacznie wyzsza cytotoksyczno$¢ w
poréwnaniu do karboplatyny w odniesieniu do linii komérkowych WM-115 oraz COLO
205. Kompleks 1h, wykazal znacznie wyzszg cytotoksyczno$¢ w stosunku do linii
komérkowych WM-115 niz karboplatyna, kompleks 2¢, wykazat poréwnywalng do
cisplatyny cytotoksyczno$¢ wobec linii komérkowych COLO-205 a znacznie wyzszg w
poréwnaniu do karboplatny. Interesujacym jest takze zwigzek 2j, ktéry wykazywat
najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng w poréwnaniu do pozostatych komplekséw,
badanych ligandéw oraz zdecydowanie wyzsza cytotoksyczno$¢ (w poréwnaniu do
karboplatyny) wobec linii komérkowych WM-115 oraz COLO-205 ale takze
poréwnywalne do cisplatyny dziatanie wobec linii komérkowej COLO-205.

Na podstawie przeprowadzonych badarn Doktorantka stwierdzita, iz potozenie
grupy karbonylowej w czgsteczce ligandéw: 6-aminokumaryny oraz 6-aminochromon
nie wptywa na ich cytotoksyczno$é, podstawnik arenowy wptywa na aktywnos$¢
cytotoksyczng badanych zwigzkéw i co jest bardzo interesujgce, mimo wyzszej
hydrofilnoéci zwigzkéw: 1e i 3e, wykazujag one znacznie nizsze warto$ci IC50 w
poréwnaniu do zwigzkéw 1d i 1f, ktére sa zwigzkami bardziej lipofilnymi.

Na podstawie wynikéw otrzymanych z badan nad cytotoksyczno$cig badanych
zwigzkéw, wyselekcjonowano kompleksy 2¢, 1e, 3e, 1i, 1j, 2j oraz ligandy, w celu
okresélenia procentowego uszkodzenia DNA. Okazalo sie, iz wywotujg one uszkodzenia
DNA w komérkach NALM-6 do okre$lonego stezenia a wyjgtkiem jest ligand i, dla
ktérego procent uszkodzonego DNA wzrasta wraz ze wzrostem stezenia w catym

zakresie stosowanych stezen.
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Przechodzac do Kkonficowej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej
stwierdzam, ze stanowi ona warto$ciowy wktad do badan nad poszukiwaniem nowych
komplekséw Ru(Il) jako potencjalnych terapeutykéw do stosowania w leczeniu choréb
nowotworowych. Uzyskane wyniki sg interesujace i poszerzaja nasza wiedzg¢ na ten
temat. Pojawienie sie w tek$cie drobnych niedociggnie¢ jezykowych i typograficznych
takich jak np. - we wstepie: "Kompleksy metali przejsciowych stanowiq Kklase
chemoterapeutykéw, ktdre sq wykorzystywane jako zwiqzki przeciwnowotworowe i
przeciwwirusowe do celéw terapeutycznych.", - wniosek 8 "Przezywalnos¢ zwiqzkéw
kompleksowych 1a, 2a, 4a, 1b, 3b zbadano wobec nﬁowotworowych linii komdérkowych
Hela, K562, CFPAC i okazato sig, ze badane zwigzki kompleksowe nie sq w ogdle toksyczne
dla badanych komdrek." powinno byé¢ chyba "Przezywalno$é nowotworowych linii
komérkowych HeLa, K562, CFPAC zbadano wobec zwigzkéw kompleksowych ... , -
niekonsekwentny zapis struktur ligandéw arenowych (np.: str 71, Rys.IV. 1.3.1. raz
struktury pierécieni aromatycznych sg zaprezentowane w postaci uproszczonego wzoru
Kekulego a raz w postaci sekstetu zdelokalizowanych elektronéw) nie maja zadnego
wplywu na strone merytoryczng pracy.

Oceniajgc wysoko poziom badan naukowych przedstawionych w rozprawie
doktorskiej w konkluzji wyrazZnie stwierdzam, Ze przedstawiona przez Doktorantke
rozprawa spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
ustawie o stopniach i tytutach naukowych z dnia 14 marca 2003 r. i wnosze o
dopuszczenie mgr inz. Anny Skoczyniskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Réwnoczesnie, biorac pod uwage naktad pracy i warto$¢ naukowa przedstawionej pracy
wnioskuje do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi o
wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
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