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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Adriany Kaszuby zatytulowanej
» Nowe azolowe zwiqzki koordynacyjne platyny(Il) i rutenu(ll): synteza, charakterystyka
strukturalna i ocena potencjalu przeciwnowotworowego”

Praca doktorska Pani mgr Adriany Kaszuby zostata przygotowana pod kierunkiem Pani
Prof. dr hab. Iwony Lakomskiej. Badania zostaly wykonane w Zespole Naukowym Chemii
Bionieorganicznej wchodzagcym w sklad Katedry Chemii Analitycznej i Spektroskopii
Stosowanej Wydzialu Chemii na Uniwersytecie Mikolaja Kopernika w Toruniu.

Jednym z kluczowych wyzwan wspodlczesnej medycyny pozostaje zwiekszenie
skutecznosei terapii przeciwnowotworowych, poniewaz nowotwory nalezg do gltdwnych
przyczyn zachorowalnosci i umieralnosci na $wiecie. Pomimo intensywnego rozwoju badan
podstawowych i przedklinicznych, pelne ,,pokonanie” chordéb nowotworowych nadal pozostaje
celem odleglym. Wynika to zaréwno z ograniczonej liczby zwigzkow o korzystnym profilu
terapeutycznym, jak i z faktu, ze nawet zwigzki kandydujgce na leki czesto nie trafiajg do
praktyki klinicznej ze wzgledu na dlugotrwale, zlozone i kosztowne badania kliniczne oraz
surowe wymogi rejestracyjne.

Jedng z racjonalnych strategii projektowania nowych terapii jest modyfikacja lekéw juz
stosowanych, w celu poprawy ich skutecznosci lub ograniczenia dziatan niepozadanych. Do
najlepiej ugruntowanych klinicznie lekoéw opartych na kompleksach metali nalezy cisplatyna,
wykorzystywana w onkologii od ponad czterech dekad; mimo znanych ograniczen
(toksycznosé, lekoopornoéc) pozostaje waznym elementem wielu schematow leczenia.
W praktyce stosuje si¢ takze jej analogi, m.in. karboplatyne i oksaliplatyne, w ktorych
zastosowanie O,0-donorowych dikarboksylanéw pozwolilo obnizy¢ toksycznosé, choé nie
przelozylo si¢ to na jednoznaczny, istotny wzrost aktywnosci przeciwnowotworowej. W tym
konteksécie tematyka ocenianej rozprawy doktorskiej p. mgr Adriany Kaszuby bardzo dobrze
wpisuje si¢ w aktualny nurt badan ukierunkowanych na poszukiwanie nowych zwigzkow
platyny o Kkorzystniejszym profilu dzialania, tj. o zmniejszonej toksycznosci przy
rownoczesnym ufrzymaniu lub zwigkszeniu skutecznosci przeciwnowotworowej. Praca
stanowi ponadto logiczng kontynuacje badan prowadzonych w zespole Pani Profesor Iwony
Lakomskiej, od lat zajmujgcym si¢ projektowaniem i charakterystyka komplekséw metali
o potencjale terapeutycznym. Nalezy podkresli¢, ze mimo bogatej literatury dotyczacej
modyfikacji komplekséw platyny, zwigzki otrzymane i scharakteryzowane przez Doktorantke
mozna uznac za oryginalny wkitad w rozwdj tej problematyki.
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Na uwage zasluguje rowniez uwzglednienie w pracy watku metaloorganicznych
kompleksow rutenu, w szczegdlnosci arenowych uktadow Ru(Il), ktore sg postrzegane jako
perspektywiczna  alternatywa lub  uzupelnienie chemioterapeutykow  platynowych.
Zainteresowanie tg klasg zwigzkow wynika m.in. z mozliwoéci precyzyjnego ksztaltowania ich
wlasciwosci (dobor ligandu, lipofilowosc, kinetyka wymiany ligandow), a takze z doniesien
wskazujacych na odmienny mechanizm dzialania niz klasyczne uszkodzenia DNA, co moze
sprzyja¢ ograniczaniu zjawiska krzyzowej lekoopornosci. Wigczenie tej grupy zwigzkéw
poszerza kontekst badawczy rozprawy i podkresla jej aktualno$¢ w obszarze nowoczesnej
chemii metali w medycynie.

Glowny celem recenzowane] pracy byla synteza a nastepnie charakterystyka
spektroskopowa, strukturalna oraz fizykochemiczna biblioteki kompleksow platyny(II)
irutenu(ll) posiadajgcych w sferze koordynacyjnej ligandy azolowe modyfikowane
ugrupowaniem azabicyklowym, benzofuranowym lub triazolopirymidynowym. Dodatkowym
celem recenzowanej rozprawy byla ocena wlasciwosci biologicznych otrzymanych zwigzkow
w ukladach modelowych oraz badaniach in vitro.

Oceniana rozprawa doktorska obejmuje 150 stron i ma forme¢ klasyczng. Rozpoczyna
sie¢ od spisu tresci oraz listy skrotow, a nastgpnie zawiera streszczenia w jezyku polskim
1 angielskim. Kolejno zamieszczono krotkie wprowadzenie uzasadniajgce potrzebe podjetych
przez Doktorantke badan. Nastepnie Doktorantka w rozdziale ,,Wstep teoretyczny” wskazuje
kompleksy metali jako interesujaca grupe zwiazkoéw do poszukiwania skuteczniejszych
chemioterapeutykow oraz opisuje rozwoj lekow opartych na kompleksach platyny. Omawia
triazole wykazujgce wlasciwosci przeciwnowotworowe oraz wilasciwosci koordynacyjne
zwigzkow opartych na triazolach. Doktorantka dokonata réwniez szczegotowego przegladu
1analizy komplekséw platyny(Il) z ligandami zawierajacymi pierscien triazolowy. Czesé
poswiecona przegladowi literatury zostala opracowana na bardzo wysokim poziomie
merytorycznym 1 redakcyjnym. Wyraznie wida¢, ze doktorantka podjela wysilek nie tylko
zebrania, lecz rowniez usystematyzowania i krytycznego uporzadkowania dostepnych danych
literaturowych, ze szczegélnym uwzglednieniem kierunkéw projektowania nowych
komplekséw Pt(II) z ligandami triazolowymi. Na uwage zastluguje klarowny podzial
omawianych zwigzkéw na cztery grupy: (i) strategie ukierunkowane na minimalizacje
dezaktywacji ~ przez  glutation, (i)  podejscia  wykorzystujace  koordynacje
z ligandami/nosnikami o funkcji transportowej, (iii) uklady o mechanizmie dziatania
odmiennym od klasycznego oddzialywania na DNA oraz (iv) pozostale rozwigzania
strukturalne. Przedstawiony przeglad stanowi bardzo wartosciowe tlo dla dalszych badan
i wskazuje na dojrzate rozumienie problemu badawczego. Co istotne, pozwolil on doktorantce
swiadomie 1 adekwatnie zaplanowaé¢ wiasne prace eksperymentalne w odniesieniu do
aktualnego stanu wiedzy, z czym Autorka poradzita sobie bardzo dobrze. Proponowatabym
opublikowanie tak przygotowanego wstgpu dysertacji w formie artykulu przegladowego.
Podobnie wysoki poziom merytoryczny prezentuje przeglad literatury dotyczacy
metaloorganicznych, arenowych kompleksow Ru(Il) z ligandami triazolowymi. Doktorantka
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W sposOb  przejrzysty wyodrebnila trzy glowne grupy kompleksow Ru(Il): (i) uklady
skoordynowane z czgsteczkami o potencjale terapeutycznym, (i) kompleksy z ligandami
sprzgzonymi z cukrami oraz (iii) kompleksy zawierajace inne ligandy chelatujace. ,,Wsiep
teoretyczny” liczy 40 stron i zostal oparty na 127 pozycjach literaturowych, w znacznym
stopniu opublikowanych w ostatniej dekadzie, co potwierdza aktualnos¢ podejmowanej
problematyki oraz bardzo dobrze wprowadza Czytelnika w tematyke badan Doktorantki.

W rozdziale ,,Cel pracy” Autorka podkreslita, ze prowadzone badania ukierunkowane
sg na otrzymanie zwigzkoéw wykazujgeych cytotoksycznosé poréwnywalng z cisplatyng, przy
jednoczesnie nizszej toksycznoscei ogolnej oraz mniejszej sklonnosei do rozwoju lekoopornosci
zwigzanej z wigzaniem (inaktywacja) przez glutation. W tej czesci, obok sformulowania celu
gtownego pracy, Doktorantka przedstawia réwniez plan badawczy.

Kolejny rozdzial rozprawy zatytulowany ,Czes¢ eksperymentalna” obejmujacy
23 strony zawiera szczegdlowe opisy syntez ligandow i kompleksow Pt(1I) i Ru(I), metodyke
badan umozliwiajaca potwierdzenie ich czystosci, tozsamosci oraz struktury, a takze opis
metodyki badan fizykochemicznych oraz badan biologicznych. Wszystkie syntezy opisane sg
bardzo starannie. Zsyntetyzowane zwigzki zostaly scharakteryzowane za pomocg widm NMR
(‘H, C, °N oraz '"’Pt NMR) oraz widm w zakresie podczerwieni (ATR-FTIR). Czystos¢
kompleksow platyny(IT) oraz ich sklad stechiometryczny potwierdzono za pomoca analizy
clementarnej oraz spektrometrii mas. Doktorantka zamiescila roéwniez jasne informacje
dotyczgce udzialu innych osob w syntezie wybranych ligandéw oraz jednoznacznie wskazata,
ktore elementy badan zostaly wykonane przez nig w ramach jej prac dyplomowych. Takie
transparentne przedstawienie wkladu poszezegdlnych wykonawcow nalezy oceni¢ jako
szczegoblnie cenne i $wiadczace o rzetelnosci oraz uczeiwosci naukowej Autorki. W dalszej
kolejnosci przedstawiono opis zastosowanej aparatury oraz okreslono warunki otrzymywania
krysztatdéw przeznaczonych do analiz rentgenostrukturalnych. Nastgpnie przedstawiono
metodyke badan lipofilowosci otrzymanych zwigzkéow oraz ich reaktywnosci wzgledem
glutationu i DNA. Nie okreslitabym jednak tej czgéci mianem badan biologicznych — trafniej
byloby méwi¢ o charakterystyce whasciwosci fizykochemicznych komplekséw oraz ocenie ich
reaktywnosci. W dalszej kolejnosci opisano procedury zwigzane z badaniami in vitro: oceng
cytotoksycznosei i wlasciwosei antyproliferacyjnych, a takze analiza wplywu zwigzkéw na
cykl komorkowy. Rozdzial zakoficzono opisem procedury enkapsulacji. Calo$¢ zostala
opracowana bardzo przejrzyscie i logicznie; zawiera komplet kluczowych informacji
metodycznych, co zwicksza czytelno$¢ pracy oraz ulatwia odtworzenie badan i krytyczng
interpretacje uzyskanych wynikow.

W ,.Czesci eksperymentalnej” rowniez znajduje si¢ podrozdziat ,,Dyskusja wynikéw”
(44 strony) i obejmuje prezentacje rezultatéw badan wraz z ich analiza oraz poglebiong
dyskusjg. W pierwszej czesci przedstawiono dane eksperymentalne dotyczace otrzymanych
kompleksow platyny i rutenu. Wszystkie zwigzki zostaly jednoznacznie zidentyfikowane
i scharakteryzowane 2z wykorzystaniem metod spektroskopowych, a dla wybranych
komplekséw —uzyskano réwniez monokrysztaly, co umozliwilo przeprowadzenie
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rentgenowskiej analizy strukturalnej. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt wyznaczenia
struktur krystalicznych az dla pieciu badanych zwigzkéw, co nalezy uznaé za istotne
osiggnigcie Doktorantki. Uzyskane wyniki zostaly opracowane rzetelnie i przejrzyscie oraz
opatrzone adekwatnym komentarzem. Wyraznie widoczna jest duza bieglos¢ Doktorantki
w zakresie analizy danych NMR, w tym w stosowaniu i interpretacji eksperymentéw
dwuwymiarowych.

W drugiej czesei tego rozdziatu Doktorantka przedstawila wyniki badan lipofilowosci
zwigzkéw, na podstawie ktorych dokonata selekeji kompleksow Pt(Il) i Ru(Il) do dalszych
analiz, obejmujgcych ocene reaktywnosci wobec glutationu. Nalezy zaznaczyé, ze badania
reaktywnosci z glutationem przeprowadzono wylgcznie dla kompleksow platyny. W ramach
pierwszego etapu badan in vitro dla zwiazkow Pt(IT) oceniono dla wybranych kompleksow dwa
stezenia (I oraz 10 pM) na czterech liniach komérkowych, wyznaczajagc procent
przezywalnosci  komorek. Uzyskane wyniki pozwolily na wylonienie najbardziej
cytotoksycznych zwigzkéw (Ptl, Pt4 oraz Ru2), dla ktérych nastepnie okreslono parametr ICso
wobec pigciu linii nowotworowych oraz jednej linii prawidlowej. W celu zwiekszenia
aktywnosci cytotoksycznej kompleksu Pt4 podjeto probe jego modyfikacji poprzez zastapienie
ligandow chlorkowych ligandami szczawianowymi, jednak zabieg ten nie przelozyl sie na
znaczgcg poprawe cytotoksycznosei. Kolejng strategia bylo enkapsulowanie wybranych
zwigzkow w micelach kopolimerowych Pluronic®P123 i Pluronic®P127; podejscie to okazato
si¢ skuteczne, umozliwiajge uzyskanie uktadow o bardzo wysokiej aktywnosci cytotoksyczne;,
z warto$ciami ICso ponizej 1 pM. Bardzo cennym elementem badan nad kompleksami
enkapsulowanymi byla szczegéltowa charakterystyka wielkosci miceli z wykorzystaniem
komplementarnych technik DLS i TEM oraz oznaczenie $redniego stezenia jonéw metali
w micelach metodg ICP-MS. W swojej rozprawie doktorantka stwierdza: ,,Qbserwowana
wyrazna poprawa aktywnosci cytotoksycznej po enkapsulacji jest zbyt duza, aby mozna jg bylo
tlumaczyé jedynie zwigkszong rozpuszczalnoscig komplekséw.” Przytoczone stwierdzenie
$wiadczy o duzej dojrzalosci naukowej oraz krytycznej $wiadomosci Doktorantki w zakresic
skomplikowanej natury ukladéw biologicznych i wyzwah zwigzanych z badaniem
mechanizmow dzialania lekow. W dalszej czesci rozprawy Doktorantka przedstawila wyniki
badan dotyczacych wplywu kompleksow Ptl, Pt4, Pt8 oraz Ru2 na aktywnosé
antyproliferacyjng, oceniang z wykorzystaniem testu BrdU, ich oddzialywania na cykl
komorkowy, a takze reaktywnosci wobec plazmidowego DNA. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze mechanizm dzialania badanych zwigzkéw rozni si¢ od mechanizmu obserwowanego dla
cisplatyny.

Podsumowujac t¢ czg$¢ pracy, nalezy podkreslié, ze warsztat badawczy Doktorantki
jest bardzo bogaty i obejmuje szerokie spektrum réznorodnych technik eksperymentalnych,
pokrotce oméwionych powyzej. Znaczny naktad pracy, jaki Doktorantka wlozyla w realizacje
zalozonych celow, znajduje odzwierciedlenie w kolejnym rozdziale pt. ,,Podsumowanie
I wnioski”, w ktorym przedstawiono najwazniejsze konkluzje. Zostaly one sformulowane
w sposob zwigzly i trafny, adekwatnie podsumowujgc uzyskane wyniki. Z kolei rozdziat
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wDalsze perspektywy badawcze” wskazuje na potrzebg kontynuacji rozpoczetych badan,
a zarazem unaocznia, jak rozlegla i wielowgtkowa jest to dziedzina oraz jak wiele istotnych
pytan pozostaje nadal otwartych. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka
nie ogranicza si¢ do prostego podsumowania rezultatow, lecz proponuje logicznie uzasadnione
kierunki dalszych prac, wynikajgce bezposrednio z przedstawionych danych. Taka umiejetnos¢
krytycznej oceny wiasnych wynikéw oraz identyfikowania kolejnych etapow badan swiadczy
o dojrzatosci naukowej i dobrze rokuje dla dalszego rozwoju prowadzonych prac.

Ostatnia cze$é doktoratu to bibliografia obejmujaca 191 pozycji oraz jej dorobek
naukowy.

Do najwazniejszych osiggni¢¢ Doktorantki, uzyskanych w toku realizacji opisanych powyzej
zadan badawczych sktadajacych sie na recenzowang Dysertacje, nalezy zaliczy¢:

1. otrzymanie, pelng charakterystyke oraz kompleksowe badania biologiczne kompleksow
Pt(I) o obnizonej reaktywnosci wzgledem glutationu, co moze $wiadczy¢ o ich
zmniejszonej tendencji do rozwijania mechanizméw lekoopornosci;

2. wykazanie, ze enkapsulacja badanych zwigzkéw w micelach opartych na Pluronic®
P123 nie tylko sprzyja zwiekszonej akumulacji zwigzkéw w komérkach, lecz réwniez
moze prowadzi¢ do uruchomienia odmiennego mechanizmu dziatania. Aspekt ten
pozostaje otwarty badawczo i stanowi bardzo obiecujacg podstawe do dalszych,
pogtebionych badan w tym obszarze.

Czeé¢ wynikow przedstawionych w rozprawie zostala juz opublikowana, a tym samym
poddana wnikliwej ocenie specjalistow w toku recenzji. Pozostala czes¢ wynikoéw zostala
przestana do recenzji i z pewnoscia zostanie wkrotce opublikowana. W ramach obowigzkow
recenzenta przedstawiam ponizej kilka zagadnien, ktore warto przedyskutowa¢ podczas obrony
rozprawy doktorskiej:

1. W jaki sposdb wyznaczano wartosci IC50 w badaniach komplekséw enkapsulowanych
(co brano pod uwage jako stezenie zwigzku, jak podawano zawiesing)?

2. Czy badania in vitro byly prowadzone samodzielnie przez Doktorantke, a jesli tak to
ktore etapy (hodowle komorkowe, przygotowanie probek, pomiary, analiza danych)
realizowata osobiscie?

3. Jakie byly najwieksze wyzwania eksperymentalne zwigzane z enkapsulacja
kompleksow platyny w micelach opartych na Pluronic® P123 i jakie czynniki
w najwiekszym stopniu wplywaty na efektywnos¢ tego procesu?

Podsumowujgc mojg ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr Adriany Kaszuby, pragne
podkre$lié wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Swiadeza one o bardzo
dobrych kompetencjach Doktorantki w zakresie chemii koordynacyjnej, zaawansowanych
metod spektroskopowych oraz badan krystalograficznych, a takze o jej otwartosci
na zagadnienia zwigzane z biologicznymi aspektami prowadzonych prac badawczych. Wyniki
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badan przedstawionych w recenzowanej rozprawie doktorskiej zostaty juz czesciowo
opublikowane w dwdéch artykulach oryginalnych w czasopismach z bazy JCR: Polyhedron oraz
Dalton Transactions (w obu przypadkach Doktorantka jest pierwsza wspolautorkg), a kolejna
praca znajduje si¢ obecnie w recenzji (Dalton Tranmsactions). Doktorantka jest ponadto
wspotautorkg pracy opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences, réwniez
poswigconej syntezie oraz badaniom biologicznym kompleksow platyny. Na szczegdlng uwage
zastuguje takze jej wspolautorstwo, wraz z Promotorka, zgloszenia patentowego. Pani mgr
Adriana Kaszuba akfywnie uczestniczyla w licznych krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych; znaczna liczba zaprezentowanych komunikatéw potwierdza jej
dojrzalo$¢ naukowa oraz umiejetnosé prezentowania wynikow wiasnych badan. Ponadto
Doktorantka odbyla staze naukowe w renomowanych osrodkach krajowych i zagranicznych
(Uniwersytet Jagiellofiski, Uniwersytet w Pizie), na ktére pozyskata srodki grantowe.

Ja nizej podpisana stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Adriany Kaszuby stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajac wiedze
oraz umiej¢tnosé samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke, zatem
spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z p6zn. zmianami).
Wnoszg¢ wige do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Adriany Kaszuby do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng uzyskanych
wynikow, oméwiong przeze mnie we wezesniejszej czesei recenzji oraz ich opublikowanie
w uznanych czasopismach, stawiam wniosek do Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy.



