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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Moniki Kupiec

pod tytutem: "Badanie przemian in vitro cytotoksycznych komplekséw ztota i rutenu za

pomocy czgsteczkowej spektrometrii mas”

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr inz. Moniki Kupiec: "Badanie przemian in vitro
cytotoksycznych kompleksow ztota i rutenu za pomocq czgsteczkowej spektrometrii mas” powstata w
Katedrze Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej pod opieka naukowa
promotor dr hab. inz. Katarzyny Pawlak. Promotorem pomocniczym byfa dr hab. inz. Magdalena
Matczuk. Praca zostata wykonana w ramach projektu , Opracowanie metod badania zaburzen
rownowagi jonomicznej i ich genezy w komdrkach rakowych poddawanych dziataniu cytostatykow”
finansowanego przez NCN (nr grantu 2013/09/B/ST4/009).

Cel pracy: obejmowat zbadanie, w warunkach nasladujgcych warunki fizjologiczne, przemian
komplekséw ztota (I/1ll) oraz kompleksu rutenu (Ill) pod katem ich potencjalnych wtasciwosci
przeciwnowotworowych. Obserwacjami objete zostaty procesy interakcji z glutationem oraz
sktadnikami surowicy krwi i cytozolu komodrkowego, a punktem wyjscia dla opisanych dziatan
eksperymentalnych byto sformutowanie nastepujgcych hipotez:

- cytotoksyczne kompleksy metali dziatajg jak proleki, ulegajgc aktywacji przez hydrolize lub redukcje,
- pochodne badanych komplekséw wchodzg w interakcje z biatkami transportujgcymi we krwi,

- badane kompleksy i ich pochodne wptywajg na sktad komérkowy prowadzac do apoptozy

komoérkowe;.

ul. Ludwika Pasteura 1, 02-093 Warszawa
tel.: 22 55 26211 (Biuro Dziekana), 22 55 26230 (Administracja)
e-mail: dziekan@chem.uw.edu.pl, chemia@chem.uw.edu.pl, www.chem.uw.edu.pl



Struktura recenzowanej pracy doktorskiej zachowuje tradycyjny uktad pracy pisemnej z podziatem

na cze$¢ teoretyczng, stanowigcg wprowadzenie do poruszanych zagadnied oraz czes$c
eksperymentalng, w ktdrej znajduje sie opis przeprowadzonych badan wtasnych.

Praca posiada logiczng strukture. Wymagane streszczenia w jezyku polskim i angielskim znajduja sie
odpowiednio na stronach: 5-7 oraz 8-10, kolejne strony pracy zajmuje spis tresci (str. 11-13). Bardzo
pomocne dla dalszej lektury jest umieszczenie na stronach 14-15 wykazu skrétéw stosowanych
w dysertacji. Prawidtowo sformutowany cel pracy Autorka zaprezentowata na str. 16, a poniewaz
wyniki przeprowadzonych badan zostaty juz czesciowo opublikowane, to lista opublikowanych prac
zajmuje kolejne dwie strony (str. 17 i 18). Czes¢ literaturowa (str .19-59) sktada sie z 5 rozdziatéw,
opis badan wtasnych znajduje sie w czesci doswiadczalnej (str. 60-159), réwniez sktadajgcej sie
z 5 rozdziatdw. Bibliografia (str. 160-173) obejmuje 165 aktualnych pozycji literaturowych
o zaskakujagcym (dla mnie) formatowaniu, ktére nie odpowiada zadnemu formatowi dostepnemu
w powszechnie uzywanym systemie zarzadzania literaturg: Mendeleyu. Ten sam styl cytowania jest
stosowany konsekwentnie dla catej bibliografii i dla listy artykutéw witasnych, ujetych w spisie
nastr.17i18.

W pracy znajduje sie 26 tabel i 64 ilustracji. Materiat rysunkowy jest bardzo starannie
opracowany pod wzgledem estetycznym, mam jedynie uwagi dotyczace czytelnosci niektérych
wykreséw zamieszczonych w wydrukowanej wersji pracy doktorskiej. Uwazam, ze wszystkie
ilustracje byto mozna podda¢ edycji w taki sposéb, aby (znajac zalecany, oficjalny format wydruku),
udato sie zachowac czytelnos¢ opisu osi wykreséw lub wyjasnien stownych wbudowanych
w schematy i rysunki (np.: Rys.23 na str.53, Rys.27 na str.59, Rys.31 na str.77, Rys.56 na str.134,
Rys.62 na str.150). Jednoczesnie zdaje sobie sprawe z tego, ze czytelnos¢ wspomnianych wykreséw
jest bez zarzutu w wersji elektronicznej pozwalajgcej na, dowolne niemal, powiekszenie napisow

i rozréznienie poszczegdlnych symboli umieszczonych w opisach.

Ocena formalno-naukowa rozprawy: Praca dotyczy bardzo aktualnej tematyki badawczej

z obszaru miedzydziedzinowych aktywnosci naukowych, odwotujgcych sie do doswiadczen i wiedzy
z zakresu nauk medycznych oraz nauk chemicznych. W dobie starzejacego sie spotfeczenistwa
i niepokojgco rosnacych statystyk zapadalnosci na choroby nowotworowe, bez najmniejszego
zawahania uznaje wysokg atrakcyjno$é naukowgq tematyki recenzowanej rozprawy o badaniach nad
nowymi zwigzkami o potencjalnie leczniczym dziataniu.

Moim zdaniem, sprawne poruszanie sie po zagadnieniach naukowych, ktérych celem miato
by¢ poznanie mechanizmu transportu wybranych komplekséw metali oraz identyfikacja kluczowych
czynnikdw wptywajgcych na ich dziatanie wewngtrz komodrek, byto nie lada wyzwaniem. Z tego
powodu, jednym z kluczowych elementéw udanej pracy bylo umiejetne napisanie wstepu
teoretycznego, ktéry pozwolit w wywazony sposdb na zaprezentowanie ogdlnej wiedzy literaturowej
dotyczacej tematyki objetej zakresem recenzowanej pracy doktorskiej. Wprawdzie w czesci

eksperymentalnej Doktorantka skupita sie na dziataniach z obszaru chemii analitycznej ale, zgodnie



z oczekiwaniami, we wprowadzeniu opisata takze podstawowe zagadnienia farmakologiczne
i przedstawita najbardziej popularne sposoby leczenia choréb nowotworowych wraz z krétka
charakterystyka skutkow ubocznych, jakie mogg wystgpic. W pierwszych rozdziatach poswieconych
wykorzystaniu metalolekéw w leczeniu nowotwordéw znajduje sie opis komplekséw platyny, rutenu
i ztota, ich farmakologii oraz badan poswieconych farmakokinetyce i farmakodynamice wybranych
zwigzkow.

Chemia instrumentalna zaprezentowana jest w kolejnych rozdziatach, z ktérych kazdy
poswiecony zostat jednej z technik analitycznych. Wybér opisanych technik instrumentalnych jest
podyktowany ich pdiniejszym wprowadzeniu do zrealizowanego przez Doktorantke programu
analitycznego. Wéréd metod badawczych stosowanych w badaniach pojawita sie chromatografia
cieczowaj (LC), chromatografia cieczcowa w odwrdéconym uktadzie faz (RLC), chromatografia
wykluczania (SEC), elektroforeza kapilarna (EC) oraz sprzezone uktady z detekcjg mas: spektrometria
mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS) i spektrometria mas z jonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ICP-MS). Na dalszych stronach znajduje sie opis proteomicznych strategii
badania biatek z uzyciem spektrometrii mas i jako nieoczywisty dla mnie, aczkolwiek bardzo
inspirujacy, wybdr woltamperometrii sprzezonej ze spektrometriag mas. Autorka zarysowata
we wstepie takze potencjat zastosowania w badaniach farmakologicznych elektrochemicznej komory
reakcyjnej (ECR).

Ostatni rozdziat czesci teoretycznej dotyczy opracowania i wizualizacji wynikdw. Ta czes¢ pokazuje
mozliwosci wprowadzenia do badan dziatan systematyzujgcych osiggniecia analityczne,
pozwalajgcych na redukcje danych i zaprezentowanie ich w postaci graficznej, jak najbardziej
czytelnej dla szerokiego grona oséb zainteresowanych omawianymi badaniami. W dzisiejszych
czasach opracowanie danych chyba jednak stosunkowo trudno uznaé¢ jedynie za dziatania
wspottowarzyszace aktywnosci laboratoryjnej. Tymczasem rozdziat poswiecony analizie i wizualizacja
danych doswiadczalnych (str.58-59) zajmuje niecate 2 strony: jedna strona opisu i druga strona,
na ktérej widaé przyktadowe wykresy. Wskazana ilustracja (Rys.27, str.56) przedstawia rozktad
danych uzyskanych w ramach analizy gtdwnych sktadowych oraz mape cieplng zmian zawartosci
fragmentéw gendw w komaérkach piersi i gruczotu krokowego na podstawie odnosnika [137]. Moim
zdaniem tak skromny opis chemometrycznego podejscia do opracowania wynikdéw pod wzgledem
statystycznym oraz graficznym zdecydowanie zastuguje na rozwiniecie i komentarz podczas obrony
w kontekscie opracowania i wizualizacji danych wykorzystanych przez Doktorantke w jej badaniach.
Wartos¢ merytoryczng pracy eksperymentalnej moge oceni¢ przede wszystkim od strony
analitycznej. Z tego powodu chciatabym zaznaczy¢, ze zaproponowany przez mgr inz. Monike Kupiec
scenariusz badawczy, skonstruowany wokét sekwencyjnego zaangazowania atomowej
i czgsteczkowej spektrometrii mas w uktadach sprzezonych z technikami rozdzielania,
lub z technikami elektrochemicznymi oceniam bardzo pozytywnie. Wysoko oceniam catg koncepcje
wieloetapowego procesu analitycznego wykorzystujgcego mozliwosci nowoczesnych narzedzi
instrumentalnych  (ESI-MS/MS,  SEC-ICP-MS,  CE-ESI-MS/MS,  ECR-ESI-MS) oraz zalety



elektrochemicznej komory reakcyjnej (ECR), ktdra pozwolita na przesledzenie przemian kompleksow
ztota i rutenu.

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy coraz bardziej docenianego w chemii analitycznej
podejscia metodologicznego, polegajgcego na komponowaniu szczegdtowych,
wysokospecjalistycznych i zindywidualizowanych scenariuszy badawczych ukierunkowanych
na rozwigzania konkretnych problemoéw naukowych. Pani mgr inz. Monika Kupiec wtfasnie takie
podejscie zaproponowata dla wieloetapowych badan wybranych komplekséw ztota i rutenu,
o potencjalnych wtasciwosciach przeciw-nowotworowych. Do badan Doktorantka wybrata linie
komdrkowe z banku Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowych (ATCC):

a. ludzkie komorki raka ptuc (A-549),

b. ludzkie prawidtowe komérki ptuc (MRC-5),

c. ludzkie komérki raka jelita grubego (HT-29).

Poza opisem roli MRC-5, w pracy nie znalaztam wyjasnienia jakimi kryteriami kierowata sie

Doktorantka podczas doboru akurat tych linii komérkowych?

Poprawnos$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna: Praca jest poprawna pod wzgledem

formalno-jezykowym. Autorka zastosowata srodki jezykowe zgodne z obowigzujgcymi normami
znaczeniowymi, jednak moim zdaniem nie ustrzegta sie pewnych niedociggniec stylistycznych

i interpunkcyjnych.

Na str. 19 w zdaniu ,,Dlatego poszukuje sie nowych, skutecznych i bezpiecznych lekow na bazie réznych
metali[4].” Zabrakto spacji pomiedzy stowem ,metali” i kwadratowym nawiasem cytowania

odnosnika nr 4.

Nie jestem pewna poprawnej konstrukcji zdania znajdujgcego sie na tej samej str.19:
,W efekcie, wiele kompleksow wykazuje odmienng aktywnosc¢ cytotoksycznq o zrdznicowanej
selektywnosci [5], ktére mogq zmniejszac¢ skutki uboczne i prawdopodobieristwo wystepowania
lekoopornosci [6, 7].” Czy dobrze zrozumiatam, ze: ,W efekcie, wiele kompleksow wykazuje odmienng
aktywnosc cytotoksycznqg o zréznicowanej selektywnosci [5], ktdra moze zmniejszac skutki uboczne

i prawdopodobieristwo wystepowania lekoopornosci [6, 7]"7?

Na str. 23 znajduje sie kolejne zdanie: ,Sposrod wszystkich przebadanych kompleksow platyny,
karboplatyna, oksaliplatyna, nedaplatyna, heptaplatyna i lobaplatyna (Rysunek 1) uzyskaty aprobate
kliniczng, z ktorych pierwsze dwa sq stosowane na catym sSwiecie, podczas gdy trzy ostatnie sq
stosowane gtownie w Azji”, ktére chyba powinno brzmieé¢ nastepujgco: ,Sposrod wszystkich
przebadanych kompleksow platyny, karboplatyna, oksaliplatyna, nedaplatyna, heptaplatyna
i lobaplatyna (Rysunek 1) uzyskaty aprobate kliniczng. Pierwsze dwa zwiqzki sq stosowane na catym

Swiecie, podczas gdy trzy ostatnie sq stosowane gfdwnie w Azji”.



Bardzo dtugie zdanie ze str.35: ,Badania prowadzg do opracowania modeli opisujgcych transport
i metabolizm leku w organizmie zalezny od jego struktury i parametrow fizykochemicznych, co
pomaga projektowac nowe leki o zdefiniowanych wtasciwosciach [94, 95] i unikng¢ niepozqdanych
efektow np. substancja szybko ulegajgca przemianie moze utworzy¢ forme aktywngq juz w przetyku
i doprowadzi¢ do niepozqdanych efektéow ubocznych, zbyt duza rozpuszczalnos¢ zwigzku w wodzie
ogranicza wydajnos¢ transportu przez membrane, a zbyt duza wydajnos¢ tworzenia trwatych
adduktow biatko-lek wymaga zwiekszania dawki poczgtkowej [96]” proponowatabym podzieli¢ na

chocby dwa krétsze.

Znalaztam pewnga niekonsekwencje w nazewnictwie widm uzyskanych w efekcie pomiaréw z detekcja
mas: 14 razy pojawia sie nazwa ,,widmo mas”, ale takze 2 razy wystepuje zamiennie nazwa ,,widmo
masowe”. Prosze wyjasni¢ czy mozna je stosowac¢ wymiennie, a jesli nie powinno sie tego robi¢,

to ktdre z nich powinno by¢ stosowane?

W takcie edycji tekstu zawsze pozostajg niezauwazone zmiany, ktdre nie nalezg juz do poprawnej
pierwotnej wersji tekstu, a czesciowo jedynie zostaty zamienione nowg wersjg zdania. Takie miejsce
znajduje sie na str.50 w zdaniu: , Badane jest w sten sposob powinowactwo metaloleku do biatek i
zwiqgzkéw matoczgsteczkowych krwi czy cytozolu komdrkowego, a tym samym do opisu szlaku

metabolicznego [94].”

Wydaje mi sie, ze na str.64 pozostat jeden $lad codziennego zargonu laboratoryjnego w postaci
odmiany nazwy bufora Tris w zdaniu: ,,Roztwory albuminy z kompleksem metalu przygotowano

poprzez rozpuszczenie 30 mg albuminy w 1,35 mL roztworu 30 mM Trisu

Na str. 72 w pkt 2 w zadaniu: , Zaktadano,ze pik ten pochodzit od kompleksu metalu” brakuje spacji
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miedzy stowami ,.zaktadano,” i , ze”.

Na str.149 pojawita sie nadmiarowa spacja, ktdra rozdzielita stowo , filamenty” w zdaniu: ,,...keratyny
(K1C18 i K2C8) mogq tworzy¢ fi lamenty wzmacniajgce komorki nabtonkowe i chronigce przed

stresem oksydacyjnym i Smiercig komorek [160, 161]...”

W podpisie rysunku 64 na str.154 brakuje litery (B) w opisie elektroferogramow:

Rysunek 64. Elektroferogramy CE-ESI(+)-MS (TIC wybranych jondw) peptyddow trypsynowych
uzyskanych dla cytozolu komorek MRC-5 (czerwona linia) i A-549 (niebieska linia) poddanych
dziataniu auranofiny (A);

widmo mas ESI-MS dla piku elektroforetycznego o czasie migracji 7,2 min (komaorki MRC-5)

Zagadnienia do dyskusji:

Wyijasnienie dookreslajgce w jednej z komodrek Tabeli 2 na str.39 podstawowe cechy

charakterystyczne techniki LA-ICP-MS brzmi nastepujaco: ,,Poprawa rozdzielczosci obrazu wymaga



zmniejszenia powierzchni probki pogarszajgc czutosé, ktopoty z normalizacjqg sygnatu”. Poprosze
o wyjasnienie tych informacji w kontekscie ewentualnego dopasowania tej techniki instrumentalnej

do zaproponowanego w pracy scenariusza analitycznego.

Na str.45 Doktorantka przytacza znaczenie metod jonizacji ,miekkiej” i ,,twardej”, z ktérym nie moge
sie do konca zgodzié, biorgc pod uwage procesy zachodzgce podczas jonizacji w plazmie ICP. Poprosze
o przedyskutowanie powyzej wspomnianego podziatu na jonizacje miekka i twardg w kontekscie
mozliwosci uzyskania informacji czasteczkowych i pierwiastkowych (lub izotopowych)

w spektrometrii mas.

Jakie byty kryteria oceny zmian opisanych na str.74: w rozdziale 4.1.3, czy Doktorantka stosowata
jakie$ narzedzie oceny statystycznej zarejestrowanych sygnatow?

,Uzyskane w ten sposob widma nadal zawieraty duzo sygnatow, ktére mogty pochodzic¢
od niespecyficznych interakcji kompleksow ze sktadnikami prébki lub elementami aparatu, dlatego
do okreslenia tozsamosci (fragmentacji) powstatych produktow wybierano tylko sygnaty, ktdrych
natezenie zmieniato sie w czasie i/lub ktore wystepowaty na widmach uzyskanych dla obu rodzajéw

rozpuszczalnikéw.”

Prosze wyjasni¢ co sie kryje pod opisowym stwierdzeniem ze str.74 rozdziatu 4.1.3.1 mdéwigcym,

ze ,Identyfikacja zwigzkow powstatych z auranofiny (Rysunek 30) byta dos¢ ztozona (...)”

Podsumowanie: Czytajgc rozprawe doktorskg mgr inz. Moniki Kupiec nie znajduje niescistosci
w zatozeniach naukowych oraz sposobie planowania eksperymentow. Uwazam, ze
do najwazniejszych wnioskdw pracy doktorskiej mgr inz. Moniki Kupiec mozna zaliczy¢ wyrazne
wskazanie koniecznosci prowadzenia badan nad aktywacjg kompleksow metali za pomocg réznych
technik w celu weryfikacji proponowanych mechanizméw reakcji. W swojej pracy Doktorantka
jednoznacznie pokazata zalety stosowania réznych technik sprzezonych. Zaangazowanie do badan
uktadu ECR-ESI-MS pozwolito jej wskazaé redukcje Au(lll) do Au(l) i Ru(lll) do Ru(ll) jako potencjalny
mechanizm aktywacji kompleksu w organizmie cztowieka. W przypadku kompleksu rutenu byto
to znaczacym osiggnieciem Doktorantki, gdyz taki mechanizm postulowano juz od pewnego czasu
i brakowato jedynie dowoddw na potwierdzenie tej hipotezy. Doktorantka pracowata z roztworami
odtwarzajgcymi warunki fizjologiczne krwi lub cytozolu komdrkowego, omijajgc etap wydzielania
i wzbogacania poszukiwanych zwigzkéw i redukujgc w ten sposdb ryzyko niechcianych zmian.

Pracochtonno$¢ prowadzenia pomiardéw z zastosowaniem wysublimowanych technik sprzezonych
wzbudza moje uznanie, a wysoka wartos¢ merytoryczna opisanych badan zostata juz pozytywnie
zweryfikowana przez recenzentéw publikacji, w ktérych prezentowane byty wyniki wigczone
do rozprawy. Dotychczasowy dorobek publikacyjny obejmuje artykuty, ktére bezposrednio sg
powigzane z tematem dysertacji doktorskiej i jedng prace, opublikowang wprawdzie podczas

wykonywania doktoratu, ale pozostajgcg poza gtédwnym nurtem zainteresowan Doktorantki. Badania



stanowigce tres$¢ recenzowanej rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w 4 oryginalnych
artykutach, ktére ukazaty sie w latach 2015-2022 w prestizowych czasopismach miedzynarodowych
(IF=3,9-4,6) znajdujacych sie na lisScie wysoko punktowanych czasopism naukowych Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (100-140 pkt. MNiSW). Pani mgr inz. Monika Kupiec jest pierwszym
autorem dwdch, sposrdd czterech wspomnianych prac.

W wykazie wybranych prac Doktorantki znalazty sie takze 2 rozdzialy poswiecone badaniom
potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworowych komplekséw ztota. Rozdziaty te weszty w sktad
monografii naukowych, ktére ukazaty sie drukiem w 2015 i 2020 roku.

Wyniki prowadzonych badan stanowity réwniez temat 16 komunikatow ustnych oraz 19 plakatow
prezentowanych podczas 13 konferencji krajowych i 22 konferencji miedzynarodowych, co swiadczy
o wysokiej aktywnosci naukowej mgr inz. Moniki Kupiec w czasie realizacji doktoratu.

Dwa komunikaty konferencyjne zostaty wyréznione nagrodami naukowymi.

Ocena koncowa:

Niniejszym stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Kupiec pt. ,Badanie
przemian in vitro cytotoksycznych kompleksdw ztota i rutenu za pomocq czgsteczkowej spektrometrii
mas” spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy 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 pézn. zmianami)
i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej
o dopuszczenie mgr inz. Moniki Kupiec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysoki poziom merytorycznym recenzowanej pracy, wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o wyrdznienie pracy doktorskiej

mgr inz. Moniki Kupiec. Stosowne uzasadnienie dotgczam w odrebnym dokumencie.

21 wrzesnia 2023 r.

data sporzadzenia recenzji

odpis|tecenzenta

dr hab.Barbara Wagner, prof.UW



