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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Namiecinskiej
pt. ,Zwiazki kompleksowe arenorutenu(ll) z ligandami N -, S - donorowymi - synteza, wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwnowotworowe” wykonanej w Zaktadzie Chemii Surowcéw
Kosmetycznych Katedry Kosmetologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w todzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Elzbiety Budzisz

W trosce o nadchodzaca przysztosé, ktorej nie chcemy zaaranzowac jako areny do bezbronne;j
walki z oportunistycznymi patogenami, naukowcy juz teraz poszukujg nowych, efektywnych lekéw
i zajmujg sie problemem opornosci drobnoustrojéw na dostepne antybiotyki. Ponowne
zainteresowanie dobrze znanymi i stosowanymi od lat lekami na bazie metali oraz rozwdéj nowych,
ktdre zapewniajg nowatorski i odmienny od konwencjonalnych antybiotykéw sposob dziatania,
napawa nadziejg. W odpowiedzi na ich samodzielnie przeciwdrobnoustrojowe dziatanie lub synergizm
w pofgczeniu z antybiotykami, patogeny wykazujg mniejszg predyspozycje do rozwoju opornosci.

Cisplatyna to najprawdopodobniej pierwszy lek, ktéry wielu naukowcom przychodzi na mysl,
gdy pytani sg o najbardziej znany metalolek. Mimo, Zze niesie ze sobg powazine toksyczne skutki
uboczne lub problemy z opornosciag na nowotwory, zwigzek ten odnidst ogromny sukces nie tylko
w leczeniu klinicznym, ale takze wsrdd badaczy, ktdrzy zainspirowani nim rozwijaja kariere badawcza
w obszarze chemii medycznej i opracowywania lekow.

Wsrod catej gamy kompleksdw metali d-elektronowych zainteresowanie kompleksami rutenu
wzrosto, gdy odkryto, ze wybrane pochodne byly terapeutycznie aktywne wobec guzéw litych,
opornych na cisplatyne. Potencjalnie zwigzki rutenu oferujg kilka zalet w pordwnaniu
do przeciwnowotworowych komplekséw platyny stosowanych obecnie klinicznie: zmniejszong
toksycznos¢, rézne mechanizmy dziatania, perspektywe braku opornosci krzyzowej, czy aktywnos$¢
w fazie metastazy. Kompleksy Ru(lll) KP1019 oraz NAMI-A, oraz kompleksy Ru(ll) RAPTA-C, jak rowniez
ich pézniejsze analogi, okazaty sie najbardziej obiecujgce tym zakresie. Chociaz mechanizmy dziatania
i gtéwny cel komorkowy zwigzkéw na bazie Ru(ll) nie zostaty jednoznacznie ustalone, w literaturze
opisano wiele cennych danych majacych na celu wyjasnienie zaleznosci struktura-aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, cytotoksyczna, czy przeciwnowotworowa. W tym nurcie badawczym miesci
sie réwniez rozprawa doktorska mgr Eweliny Namieciriskiej, wykonana w grupie Profesor Elzbiety
Budzisz, na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktora od wielu lat
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prowadzi badania nad poszukiwaniem zwigzkéw kompleksowych jonédw metali d-eiektronowych
o aktywnosci przeciwnowotworowe;j.

Pani mgr Ewelina Namiecinska w ramach rozprawy podjeta sie zaprojektowania, syntezy oraz
okreslenia wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnowotworowych serii  zwigzkow
zawierajacych ukfad p-cymenu potaczony z jonem Ru(ll} oraz wybranymi ligandami
karbatioamidopirazoli modyfikowanymi w pozycji C-3 oraz C-5 pierscienia pirazolu. Tematyka
dysertacji jest zatem bardzo aktualna i wypetnia zapotrzebowanie na poszerzenie wiedzy
w przedmiotowej dziedzinie.

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Namieciidskiej powstata w oparciu o cykl publikacji
naukowych i przedstawiona zostata w formie przewodnika, w ktdrym zaprezentowane zostaty tezy
oraz najwazniejsze osiggniecia rozprawy, uzupetnionego o prace wchodzace w sktad rozprawy wraz
z suplementami (3 artykuty naukowe opublikowane w czasopismach z listy JCR), a takze deklaracje
Kandydatki oraz wspoétautoréw. Doktorantka zamiescita rowniez opis swojego dorobku naukowego
wraz z listg publikacji tematycznie niezwigzanych z rozprawa doktorskg, ktérych jest wspdtautorka (7
prac, tgcznie 62 punkty MEiN), co pozwala na szerszy oglad Jej aktywnosci naukowe;j.

W przewodniku (100 stron) Doktorantka przedstawita wstep teoretyczny, cel i zatozenia pracy,
czes$¢ eksperymentaing, wyniki w formie krotkich zapowiedzi artykutdow wchodzgcych w skfad
rozprawy, dyskusje oraz wnioski, po ktérych znajduje sie bibliografia zawierajgca 189 pozycji
literaturowych. Podoba mi sie sposdb prezentacji informacji, ktéry we wstepie wyposaza czytelnika w
podstawowg wiedze dotyczacg charakterystyki fizyko-chemicznej arenowych zwigzkow
kompleksowych zawierajagcych jony Ru(ll) o aktywnosci biologicznej, pochodnych pirazoli
z ugrupowaniem karbatioilowym, state-of-the-art cytotoksycznych zwigzkéw metaloorganicznych
Ru(lll/Il) stosowanych w chemioterapii nowotworéw oraz wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
arenowych zwigzkéw kompleksowych zawierajacych jony Ru(ll). W czesci eksperymentalnej
prezentuje metodologie prowadzonych badan, wyjasniajgc kluczowe aspekty badan chemicznych
i biologicznych.

W rozdziale poswieconym dyskusji poszczegdlnych artykutdw Doktorantka w sposéb bardzo
uporzgdkowany i klarowny przeprowadza czytelnika przez opis kluczowych wynikéw oraz analize
wybranych danych eksperymentalnych. Rozdziat ten stanowi spéjng catosc, w kidrej Doktorantka
opisuje geneze projektowania poszczeg6lnych zwigzkdw, tj. synteze liganddw oraz komplekséw,
Zwraca uwage, jakimi przestankami kierowata sie przy zamianie soli chlorkowych
na heksafluorofosforanowe, oraz jakimi metodami potwierdzita tozsamos¢ chemiczng otrzymanych
zwigzkow i ich stabilno$¢ termodynamiczng w roztworach wodnych. W kolejnym etapie przedstawia
badania biologiczne, ktére stanowity bardzo istotny element recenzowanej rozprawy. Fakt, ze infekcje
mikrobiologiczne czesto towarzyszg zaburzeniom réwnowagi zdrowej skory oraz bariery btony
$luzowej, a takze ranom czy owrzodzeniom nowotworowym, skfonit Panig mgr do systematycznych
badan wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oraz przeciwnowotworowych wszystkich otrzymanych
zwigzkéw kompleksowych. W ramach badani mikrobiologicznych zbadano m.in. minimalne stezenie
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hamujace wzrost drobnoustrojow wobec wybranych mikroorganizméw chorobotwdrczych,
oportunistycznych oraz komensalnych, dziatanie synergistyczne syntezowanych kompleksdw
z wybranymi antybiotykami, kinetyke przezywania (w celu ustalenia przebieg dziatania
bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego), a chcgc zweryfikowac czy zachodzi liza komérki - badania
mikroskopowe z zastosowaniem barwnikdw fluorescencyjnych. Dalej, w ramach ustalania wiasciwosci
przeciwnowotworowych oraz potencjalnego mechanizmu dziatania okreslono cytotoksycznosé
arenowych komplekséw Ru(ll) wobec kilkunastu wybranych linii nowotworowych oraz ich
selektywnos¢, zbadano zdolnosé generowania reaktywnych form tlenu, zmiany integralnosci biony
oraz peroksydacje lipidéw btonowych, parametr liofilowosci, oddziatywania badanych zwigzkéw
z DNA, jakosciowg ocene indukcji apoptozy za pomoca analizy mikroskopowej z wykorzystaniem
barwnikéw fluorescencyjnych, ocene genotoksycznosci wykorzystujagc mozliwos¢ interakgji
z polimerazg PARP1. Do wszystkich badan wybrano adekwatne zwiazki referencyjne.

Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana,
a interpretacja, prezentacja i omodwienie wynikdw sa przeprowadzone w bardzo systematyczny
i czytelny sposdéb. W opracowaniu Doktorantka zawarta wybrane wykresy aktywnosci biologicznej —
przygotowane w bardzo staranny i przemyslany sposoéb, utatwiajace czytelnikowi zrozumienie procesu
analizy uzyskanych wynikéw. Na podstawie przedstawionej dyskusji mozna z cata pewnoscig
stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta warsztat badawczy w zakresie prowadzonych eksperymentéw oraz
umiejetnos¢ prezentacji otrzymanych wynikéw.

W ostatnim rozdziale dysertacji mgr Namiecinska podsumowata wyniki swoich badai,
podkreslajgc aktywnosé biologiczng poszczegélnych kompleksow.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Namiecinskiej, stanowigcych
jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam:
- Przeprowadzenie szczegdtowego przegladu literatury oraz opisu wiasciwosci chemicznych,
strukturalnych i przeciwdrobnoustrojowych zZwigzkow zawierajgcych ugrupowanie
tiosemikarbazydowe oraz tiosemikarbazonowe; wskazanie oraz dyskusja potencjalnych mechanizméw
przeciwbakteryjnych oraz przeciwgrzybiczych;
- Zaprojektowanie, synteze i charakterystykg strukturalng os$miu nowych jonowych zwigzkéw
kompleksowych p-cymenorutenu(ll) z ligandami karbatioamidopirazolowymi;
- Okreslenie parametréw fizyko-chemicznych nowych komplekséw, m.in. logP, jako miary ich
lipofilowosci, wtasciwosci utleniajgco-redukujgcych oraz stabilnosci termodynamicznej, niezwykle
istotnych przy opracowywaniu zwigzkdw o potencjalnej aktywnosci biologicznej;
- Okreslenie aktywnosci mikrobiologicznej i cytotoksycznosci otrzymanych kompleksow oraz analize
struktura-aktywnos¢;
- Wykazanie szczegélnych witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i dziatania synergistycznego dla
dwodch zwigzkow: 8 oraz 12 (z ligandem zawierajgcym podstawniki etylowe w pozycji C-3 oraz C-5
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karbatioamidopirazolu) powodujgcych dodatkowo 2 —  4-krotny wzrost efektywnosci
antybiotykoterapii;

- Pokazanie potencjatu przeciwnowotworowego zwigzku 10 wzgledem linii czerniaka (WM115) —
powodujgcego dwukrotny wzrost aktywnosci w stosunku do cisplatyny, przy duzo mniejszej
toksycznosci wobec komérek prawidtowych — oraz zwigzku 9 wobec linii gruczolakoraka endometrium
(HEC1A);

- Wskazanie mozliwych mechanizméw indukcji szlaku apoptozy w komoérkach nowotworowych
poprzez generowanie przez analizowane kompleksy RFT/RFN i redukcje potencjatu mitochondrialnego
oraz wysokiej genotoksycznosci, powodujac degradacje biatko PARP-1.

Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska opiera sie na wynikach, ktore zostaty opublikowane
w renomowanych czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu - Current Medicinal
Chemistry 2019, RSC Advances 2019, Molecules 2022 oraz 2023, o tacznym wspétczynniku wptywu SIF
=17.157 i 480 punktach MNiSW, i zostaty juz poddane gruntownej ocenie merytorycznej.

W trzech artykutach Doktorantka jest pierwszg autorkg, co podkresla Jej wiodacy udziat.
We wszystkich przypadkach Kandydatka opisata swoj wkiad w przygotowanie publikacji, jak
i przedstawita oswiadczenia wspétautordw. Nalezy podkredlic, ze aktywnie uczestniczyta
w przygotowaniu koncepcji badan, wstepu, prowadzita syntezy i charakterystyke ligandéw oraz
komplekséw, pomiary fizykochemiczne, opisu cze$ci przeciwnowotworowej, interpretacje
otrzymanych wynikéw oraz w przygotowaniu manuskryptow. Nie mam zatem watpliwosci, ze wktad
pracy Doktorantki w przygotowanie cyklu publikacji byt znaczacy i Swiadczy o Jej dojrzatosci naukowo-
badawczej.

Ponize], z ciekawosci, wymieniam pytania ogdlne pojawiajace sie po lekturze rozprawy
doktorskiej i prac:
1. Jakie sg potencjalne mechanizmy dziatania przeciwmikrobiologicznego arenowych komplekséw
rutenu i efektu synergistycznego z antybiotykami?
2. Czy w opinii Doktorantki, aktywny transport komplekséw rutenu do wnetrza komorki
bakteryjnej/grzybiczej bytby pozadany i jak ewentualnie mozna bytoby taki ‘wehikut’ zaprojektowac?
3. Badania depolaryzacji oraz hiperpolaryzacji bton mitochondrialnych przeprowadzone wraz
z barwieniem fluorescencyjnym wskazaty mechanizm dziatania apoptycznego badanych zwigzkéw
z udziatem mitochondriéw. Mitochondria sg faktycznie celem wielu chemioterapeutykéw i ciggle
prowadzi sie¢ badania w kierunku ich rozwoju. Jakie elementy badanych przez Panig kompleksow
powoduja, ze majg one duze powinowactwo do mitochondridow i czy warto je modyfikowac¢ w kierunku
zwiekszenia tego powinowactwa? Jesli tak, to w jaki sposéb mozina prébowac to zrobic?

Na koniec, zwracam uwage na duzg starannos¢ edytorska, ktéra stanowczo utatwia odbiér
przedstawionych tresci merytorycznych, i zacheca do dalszej, szczegdtowej lektury artykutdéw
autorstwa Doktorantki. Drobne btedy edytorskie nie zastugujg na wskazanie tutaj. Zaznacze tylko fakt,
ze nalezy pomija¢ kropki w tytutach rozdziatow.
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Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, rozprawa doktorska prezentuje nie
tylko ogdlng wiedze teoretyczng Pani mgr Eweliny Namieciriskiej z zakresu badanej tematyki, ale
pokazuje Jej istotny wkiad w poszerzenie zakresu tej wiedzy poprzez skrupulatng analize danych
literaturowych i interpretacje obserwowanych efektéw. Dalej, Doktorantka wykazata umiejetnosé
stawiania hipotez badawczych oraz samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane z duig
starannoscig wyniki nalezy uzna¢ za dobry przyktad racjonalnego projektowania, potwierdzonego
syntezg komplekséw metali oraz efektu ich dziatania w postaci aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
i przeciwnowotworowej. Przeprowadzone badania jasno potwierdzajg jak wazne jest szczegétowe
badanie zaleznosci miedzy strukturg chemiczng (lub wtasciwosciami zwigzanymi ze strukturg)
.a aktywnoscig biologiczng badanych zwigzkdéw, tzw. badania struktura-aktywnosc¢ (SAR), pozwalajace
w konsekwencji na skuteczne projektowanie zwigzkéw o pozgdanych witasciwosciach.

Biorgc pod uwage powyisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona
do oceny rozprawa doktorska mgr Eweliny Namiecinskiej spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe
kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i wnioskuje
do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie Pani mgr Eweliny
Namiecinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy z uwagi na interesujace wyniki oraz wysoki
poziom naukowy prowadzonych badan.
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