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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Skoczynskiej
zatytulowanej ,,I1-elektronowe zwiazki kompleksowe Ru(II) z wybranymi ligandami
o potencjalnej aktywnoS$ci przeciwnowotworowej”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr inz. Anny Skoczynskiej zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Elzbiety Budzisz w Zakladzie Chemii
Surowcdw Kosmetycznych Katedry Kosmetologii na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersy-
tetu Medycznego w Lodzi. Zgodnie z ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz.
595) ,,Rozprawa doktorska, przygotowywana pod opiekq promotora, powinna stanowi¢
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego lub artystycznego oraz wykazywaé ogdlng
wiedze teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej lub artystycznej, a takze umiejet-
nosé¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej.”, zatem moja opinia
dotyczy tych wiasnie aspektow dysertacji.

Rozprawa obejmuje synteze¢ zwiazkéw kompleksowych Ru(Il) z pochodnymi
kumaryny (amino- i hydroksykumaryny) i pirazolu, w ktérych jon rutenu zaangazowany jest
w oddzialywania z elektronami m czasteczki p-cymenu, benzenu lub heksametylobenzenu, a
takze okreslenia ich struktury metodami spektralnymi, ustalenia wybranych wiasciwosci
fizykochemicznych, jak rowniez okreslenia ich aktywnosci cytotoksycznej. Waga tego
zagadnienia nie podlega dyskusji, poniewaz od wielu lat w obszarze chemii metaloorga-
nicznej prowadzone sg badania nad synteza i wiasciwosciami kompleksow, ktore
rozszerzylyby liste obecnie dostepnych i stosowanych zwiazkéw p/nowotworowych lub
nakierowanych na zwalczanie bakterii, wiruséw lub zakazen grzybiczych. Termin cis-platyna
jest chyba najbardziej rozpoznawanym w spoleczefistwie pojeciem zwigzanym z chemia
metaloorganiczng, chociaz zetknigcie sie z nim zwykle odbywa si¢ w przykrych albo nawet

dramatycznych okoliczno$ciach. Jak ogromna wiekszo$¢ chemoterapeutykéw stosowanych w



terapiach p/nowotworowych réwniez kompleksy metali przejéciowych majg niesatysfakcjo-
nujacy indeks terapeutyczny i ich stosowanie nieuchronnie prowadzi do trudnych do zaakcep-
towania skutkéw ubocznych. Dlatego tez trwa wytezona praca chemikéw, biochemikow,
~ biologéw molekularnych i lekarzy w celu znalezienia zwigzkow o cytotoksycznosci wysokiej,
ale jednoczesnie selektywnie nakierowanej na komorki nowotworowe, aczkolwiek wiele jest
tez do zrobienia dla efektywniejszego stosowania juz znanych lekow. Toksycznos¢ i aktyw-
no$é zwiazkow rutenu(Ill) i rutenu(Il) oraz mechanizmy ich dziatania, aspekty strukturalne,
oddzialywania z bialkami, a takze wystepowanie i lecznicze wiasciwosci kumaryn (stosowa-
nych w pracy jako ligandy) oméwione sa w prawie pieé¢dziesigciostronicowej czgsci literatu-
rowej. Oczywiscie nie ma sensu spiera¢ si¢ o dobor watkéw, bo jest to sprawa osobistego
stosunku Autorki do tego ogromnego obszaru poszukiwan i dokonan. O kilku usterkach bedg
pisat nieco dalej, natomiast w tym miejscu ograniczg si¢ do stwierdzenia, ze rozdzial czytatem
z przyjemnoscia, bo jest napisany w przemyslany i usystematyzowany sposob i swiadczy o
dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki.

W pracy obecne sg trzy watki — syntetyczny, fizykochemiczny i biochemiczny. We
wszystkich trzech Doktorantka wykonala duza prace i chociaz nie udato si¢ uzyskaé
zwigzkéw o ponadprzecietnych wlasciwosciach biologicznych (w tym obszarze badan jest to
raczej reguta) to wyniki zebrane dla 19 nowych, dotychczas nie opisanych w literaturze,
arenowych zwigzkéw kompleksowych Ru(Il), poszerzyly nasza wiedze, a to jest przeciez
istota badan podstawowych. W watku fizykochemicznym mgr Skoczynska okreslita trwatos¢
kompleksoéw, wplyw powstania wigzania koordynacyjnego na zmiane intensywnosci ich pasm
fluorescencji, za pomocg metody RP-TLC wyznaczyta lipofilowos¢ otrzymanych zwigzkow
kompleksowych oraz zbadata ich aktywnos¢ elektrochemiczng z wykorzystaniem wolt-
amperometrii cyklicznej. Ten zestaw technik i wykonanych pomiaréw dokumentuje komplek-
sowe podejscie Doktorantki (i Promotora) do badanego zagadnienia. W watku biochemicz-
nym zbadano cytotoksyczno$¢ wobec nowotworowych linii komoérkowych HeLa, K562,
CFPAC, HL-60, NALM-6, WM-115 i COLO205. Przyznaje, ze ten obszar wiedzy jest mi
mniej znany, ale Doktorantka utatwila mi zapoznanie si¢ z tg czescig rozprawy stosujac
logiczng i przemyslang narracje.

Podsumowujgc osiggniecia mgr Skoczyniskiej moge stwierdzi¢, iz wykonata zadanie
badawcze przed nig stojgce, jednoczesnie budujac dajacy powody do dumy dorobek publika-
cyjny. W moim przekonaniu wypelnienie pozostatych wymagan ustawowych dotyczacych
og6lnej wiedzy teoretycznej oraz umiej¢tnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

rowniez nie budzi zastrzezen.



Powyzsze stwierdzenia jednoznacznie wskazuja, jaki bedzie koncowy wniosek recenzji,
ale zanim do niego dojde chcialbym podzieli¢ sie kilkoma uwagami krytycznymi, jakie
nasunely mi sie podczas lektury. Jak w kazdym dziele o duzej objgtosci, w przedtozone;
rozprawie (liczacej prawie 200 stron) mozna znalez¢ bledy redaktorskie, jak bledy literowe,
sktadniowe i interpunkcyjne, lub wyrazenia zbyt mocno osadzone w zargonie albo skroty
mys$lowe prowadzace czasem do zaskakujacych efektow. Te sprawy zatem pomijam, chociaz
okredlenia ,,bidentatny” (np. na str.25), ,,abundancja” (str. 90), ,.biatko wigzace nukleotydy
triady histydynowej” (Wykaz skrotow) lub informacja, ze ,Przezywalno$¢ zwigzkow
kompleksowych 1a, 2a, 4a, 1b, 3b zbadano wobec nowotworowych linii komérkowych”
(pkt.8 we Wnioskach) nie brzmig dobrze. Termin PARPs dotyczy enzyméw (polimeraz)
produkujgcych poli(ADP-ryboze) a nie tegoz produktu, co zreszta wprost wynika z angiel-
skiego rozwinigcia tej nazwy zamieszczonego przez Autorke. Termin ,,tumor targeting group™
obecny w pracy oryginalnej, a w dysertacji umieszczony na Rys. I1.8.1., nie powinien by¢
przettumaczony jako ,.grupy docelowe dla nowotworéow”. Szkoda, ze (wbrew zapowiedzi)
zwigzki 20 i 21 (str. 28) nie zawierajg ligandu dapta. Na Rys. 11.13.2.2. tylko jeden zwigzek
(substrat) jest narysowany poprawnie. Takich uchybien jest troch¢ wiecej, ale skupie¢ si¢ na
kilku elementach, ktore sa na tyle dyskusyjne, iz oczekiwalbym komentarza ze strony

Doktorantki. Pozwalam sobie wypisac je w kilku punktach.

1. Autorka podaje na str. 52, ze — cytuj¢ - ,,Stan wzbudzony Ru(Il)*, spowodowany
przeniesieniem tadunku z metalu do liganda, jest silnym czynnikiem redukujgcym, ktdry
szybko przenosi elektrony z centrum biatkowego (jak np. Fe(Ill) hemu w cytochromie ¢
(CQC))”. Przyznaje, ze Rys.I1.13.2.1. nie przyblizyl mnie do zrozumienia tego procesu.
Wedlug mojej tradycyjnej wiedzy, stan wzbudzony spowodowany przeniesieniem
tadunku do innej czasteczki (tu do liganda) to juz nie stan wzbudzony tylko stan
zjonizowany, a zabranie elektronow (tu z centrum biatkowego) to utlenienie a nie
redukcja, czyli bylby to czynnik utleniajacy a nie redukujacy. Jezeli rysunek mowi
prawde, to kwant energii (zapisany jako hv) powoduje przeniesienie elektronu na wyzszy
poziom energetyczny (fotowzbudzenie), ale w tym samym atomie. Uprzejmie prosze o
wskazanie mi poprawnej drogi rozumowania.

2. Na stronie 76 jest dyskutowane widmo 'H NMR zwiazkoéw 1g i 1h. Wprawdzie nie udato
mi sie zlokalizowaé potrzebnych rysunkow 1V.2.2.1 i IV.2.2.2, ale uwage moja przykut
(nieprzywotany w tekscie rozprawy) rysunek 1V.2.1.8. Najpierw kilka uwag ogdlnych.

Multiplet obserwowany dla grupy metinowej w p-cymenie to septet, bo powstaje na



skutek sprzezenia spinowo-spinowego z 6 jadrami atoméw wodoru obecnymi w dwoch
magnetycznie réwnocennych grupach metylowych podstawnika 2-propylowego. Na
aparacie 300 MHz taki septet powinien by¢ dobrze widoczny. Po drugie — teoria i prakty-
ka magnetycznego rezonansu jadrowego uczy, ze dla systemu AA’BB’ w p-cymenie
dublet dubletéw nie jest obrazem oczekiwanym, a ten postulat Autorka umieszcza w
dysertacji w kilku miejscach. Na aparacie o czgstotliwosci podstawowej 300 MHz predzej
bedzie to para trypletow, chyba ze wystapi bardzo silny efekt ,,dachowy” i skrajne linie
beda stabo widoczne. Tym niemniej nie mozna wtedy tego systemu opisywac jako ,.dublet
dubletow”, bo nie ma to fizycznego uzasadnienia: Na marginesie, w o-chloro-bromo-
benzenie (ale i w izomerze para), ktory zawiera klasyczny system AA’BB’, mozna si¢
doszuka¢ ponad 10 linii rezonansowych w jednej potdwce centrosymetrycznego klastra
(nikomu nie zycze zadania polegajacego na rozrysowaniu wszystkich obecnych tam
rozszczepionych poziomow energetycznych) i jest to zwigzek czesto uzywany do
sprawdzenia poprawnosci pracy spektrometru. Wreszcie problem najwazniejszy.
Wprawdzie na widmie nie sa pokazane ,schodki integracyjne”, to na rysunku nie
przypisano, a w czesci doswiadczalnej (w opisie na str. 151) nie wykazano sygnatéw dla 4
atomdw wodoru uktadu chromenowego. Jest tylko pigcioprotonowy multiplet w zakresie
7,43-7,60 ppm, ktory ze wzgledu na obecnosé 5 atoméw wodoru nalezy raczej przypisac
podstawnikowi fenylowemu. Analogiczny problem istnieje w dyskusji struktury zwigzku
1i na stronie 83, a nastepnie na stronie 153, gdzie w tych dwoch miejscach nie ma
opisania sygnatu odpowiadajgcego grupie metylowej ugrupowania iminowego. O zwigzku
1i bedzie jeszcze wzmianka w dalszej czesci recenzji. Mysle, ze byloby z korzyscia,
gdyby Doktorantka zaprezentowala odpowiednie widma, poniewaz wlasciwe
udokumentowanie struktur otrzymanych zwiazkow to element pracy naukowej, z ktdrego
nie mozna zrezygnowac.

. Niestety, niedostatecznie staranna edycja tekstu daje si¢ zauwazy¢ w znacznej czesci
opisoOw zamieszczonych w czesci doswiadczalnej. Autorka w opisie widma 'H NMR
ligandu e (4-hydroksykumaryny) umiescita sygnal rezonansowy o przesunigciu
chemicznym & 2,64 ppm. Niestety, czasteczka 4-hydroksykumaryny nie zawiera zadnego
atomu wodoru, ktory moglby absorbowaé¢ w tak wysokim polu, a potwierdza to widmo
tego zwigzku, réwniez zarejestrowane w DMSO-ds, pokazane na stronie o adresie
http://www.sigmaaldrich.com/spectra/fnmr/FNMR 010614.PDF. W opisie analogicznego
widma dla liganda i podane sg przesuni¢cia chemiczne dla 3 atoméw wodoru w ukladzie

aromatycznym, podczas gdy powinno ich by¢ 5. Opis widma dla liganda j zawiera



przypisanie sygnatu dla zaskakujacej liczby 1,5 atomu wodoru. Wbrew umieszczone;j
nazwie, ligand h nie zawiera podstawnika ,,1-aminometylen” tylko ,,1-amino-etylidenyl”.
Dla zwigzku 1a sygnal atoméw wodoru grupy metylowej (s, 3H, CH3) o przesunigciu &
2,16 ppm znowu przypisano uktadowi kumaryny. Opis widma dla zwigzku 2a (str. 142)
zawiera az dwa komplety protonoéw aromatycznych kumaryny (oba sporo za duze, bo az
po 7 H), a sygnat & 3,73 (przedstawiony jako kwartet) nie da si¢ przypisa¢ zadnemu
elementowi struktury tego liganda, a juz na pewno nie kumarynie. Opis widma zwigzku
1b pokazuje za to zbyt mato, bo tylko dwa atomy wodoru w kumarynie. Opis widma
zwigzku 3b zawiera informacje o tryplecie (6 0,90 ppm) i kwartecie (& 3,73 ppm)
sprzegajacych sie ze stalg sprzezenia 6 Hz, ktorych to sygnalow nie jestem w stanie
przypisa¢ zadnemu elementowi strukturalnemu tego zwiazku. Gdyby w reakcji
wykorzystano eter dietylowy (ewentualnie etanol), to te sygnaty (jezeli wykonano nieco
niedoktadng integracje) odpowiadatyby jego pozostatosci w probece, ale w przepisie
preparatywnym nie ma o tych rozpuszczalnikach wzmianki.

. Pomijajac kilka podobnych niescistosci na kolejnych stronach dysertacji chce zwrécié
uwage na opis widma dla zwigzku 3e (str. 149), w ktérym brak jest sygnalu
rezonansowego pochodzacego od 6 protondéw czasteczki benzenu. Czyzby benzen zostal
usuniety z kompleksu podczas zatezania lub pézniejszego suszenia w eksykatorze? Mozna
sobie wyobrazié¢, ze widmo masowe wykrylo oczekiwany produkt nawet jezeli byto go w
probee kilka-kilkanascie procent, bo nie jest to technika pozwalajaca okresli¢ skladniki w
sensie iloSciowym, a jedynie jako$ciowym. Podobne problemy sa w opisach widm
zwigzkow 1i oraz 1j (str. 153 i 154), gdzie na postulowane, odpowiednio, 25 i 29 atomow
wodoru ,,odliczyto si¢” jedynie 17 i 19, a brakuje charakterystycznych sygnatéw od p-
cymenu. W zwigzku 1i sygnat od dwoch grup metylowych obecnych w p-cymenie ma
intensywnos¢ jedynie 1H a nie 6H, co stanowi ok. 15% deklarowanej zawartosci. Dalej
problem staje si¢ jeszcze powazniejszy, poniewaz w opisie zwigzku 2j na stronie 155
formalnie brakuje juz 17 protonéw, co wskazuje, ze heksametylobenzen mogl takze w
ogromnej czesci opusci¢ probke, bo 18-protonowego singletu po prostu nie da si¢ nie
zauwazy(¢. Niestety, rowniez w opisie widma zwigzku 3j brakuje sygnatéw zwiazanych z
10 atomami wodoru. Pewien niepok6j wzbudza fakt, ze absolutnie nieoczekiwanie 3e ma
wilasciwosci hydrofilowe (logP=-0,09), a dla kompleksow 1i, 1j i 3j wspotczynnikow
podzialu nie dato sie wyznaczy¢. Mozna sobie wyobrazi¢, ze jezeli te kompleksy stracily
aromatyczne ,,czapeczki”, to przyjeta metodologia oznaczenia lipofilowosci mogla by¢

nieadekwatng.



5. W widmie zwigzku 4a integracja skalibrowana na atomach wodoru p-cymenu pozwolila
stwierdzi¢ obecno$¢ jedynie 3 atoméw wodoru pochodzacych od 3-aminokumaryny,
podczas gdy postulowana jest obecnos$¢ dwdch czasteczek tego liganda, wigc liczba tych
atomow wodoru powinna wynosié¢ 10.

Jezeli czas pozwoli, to bede prosit Doktorantke o krétkie ustosunkowanie si¢ do pytan

umieszczonych ponizej:

a) Na stronie 48 z zainteresowaniem przyjrzatem si¢ strukturze zwigzku 57. Jaka jest
liczba utlenienia/wartosciowos¢ atomow siarki tam obecnych?

b) Gdzie zwigzki 9-11 (str. 22) posiadajg wzmacniajacg ich cytotoksycznos¢ ,.alkilowg
cze$¢ fosfiny™?

¢) Co to sa,.hormony katalizowane jonami Ca*™” (str. 37)?

Ufam, ze powyzszy spis usterek $wiadczy gldwnie o pewnej niedostatecznej dozie
skrupulatnosci w redagowaniu pracy i ze odpowiednie widma 'H NMR (wzmiankowane w
pkt. 3-5) zostang zaprezentowane podczas publicznej obrony i uczynig moje watpliwosci
bezprzedmiotowymi. Ale nawet gdyby 3-4 zwigzki kompleksowe rzeczywiscie nie
odpowiadaty postulowanym dla nich strukturom, to i tak wyniki uzyskane zgodnie z zasadami
sztuki dla pozostatych kompleksow stanowig istotny wkiad do wiedzy o tej klasie zwigzkéw
metaloorganicznych. Moge zatem stwierdzi¢, ze cel naukowy rozprawy zostal przez mgr inz.
Anne Skoczynskg osiggnicty i rozprawa spelnia wymogi ustawowe. Przedstawione w
dysertacji prace syntetyczno-analityczne i badania fizykochemiczne wymagaly szerokiej
wiedzy, wytrwaltosci i zaangazowania. Dowodzg, ze Doktorantka jest gotowa do dalszej
kariery zawodowe;j. Dlatego wnosz¢ o dopuszczenie mgr inz. Anny Skoczynskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

L6dz, 6.11.2017r.



