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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana mgr Michala Juszczaka

pt. »Ocena wlasciwosci biologicznych komplekséw rutenu w badaniach in vitro”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Genetyki
Molekularnej Instytutu Biochemii Uniwersytetu Lodzkiego. Promotorem pracy jest Pani Prof.
dr hab. Katarzyna Wozniak.

Ruten jest pierwiastkiem z grupy platynowcow. Inny zwiazek z tej grupy, cisplatyna
od blisko 50 lat stosowana jest w leczeniu nowotwordéw jader, jajnikéw, pecherza
moczowego, glowy i szyi oraz nie drobnokomdrkowego raka phuc. Wystgpujace w terapii
dzialanie niepozadane oraz ograniczenia odnoénie rodzajéw nowotwordw, ktére mozna
leczy¢ cisplatyng spowodowaly, Ze zaczgto poszukiwaé innych aktywnych biologicznie
zwigzkow, takich jak zloto, srebro, iryd czy ruten. Ruten wykazuje pozadane cechy w
kontekscie zastosowania go w syntezie komplekséw o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. W warunkach fizjologicznych ruten wystgpuje glownie na dwoch
stopniach utlenienia, jako Ru(Il) i Ru(Ill), z ktorych Ru(ll) jest uznawany za najbardziej
aktywny biologicznie. W terapii przeciwnowotworowej rekomendowane jest wykorzystanie
komplekséw zawierajgcych ruten Ru(IIl), ktéry po wnikni¢eiu do komérki nowotworowej
zostaje zredukowany do Ru(Il). Ze wzgledu na strukturalne podobiefistwo pomigdzy zelazem
a rutenem, mozliwe jest wigzanie si¢ rutenu z biatkami zawierajgcymi zelazo, szczegdlnic z
transferyng. Ze wzgledu na wigksze zapotrzebowanie na zelazo komorek intensywnie
dzielacych sig, tym takze nowotworowych zwieksza si¢ liczba receptoréw transferynowych
na powierzchni tych komoérek, co z kolei stwarza mozliwos¢ transportu kompleksow

rutenowych do wngtrza komoérek nowotworowych.



Doktorant postawil sobie za cel ocen¢ wlhasciwosei biologicznych 10 kompleksow
zawierajacych ruten, ktore byly réznicowane pod wzglegdem struktury chemicznej i
obejmowaly zwigzek uwalniajacy tlenek wegla CORM-2, nalezacy do klasy zwigzkoéw
CORMs, a takze nowo zsyntetyzowane kompleksy rutenu zawierajgce ligandy, takie jak
maleimid, sukcynimid, ftalimid czy ligandy fosfoorganiczne — fosforinowe i fosforynowe.
Oceny tej dokonal w warunkach in vitro. W ramach celow szczegbtowych okreslit
wlasciwosci cytotoksyczne 1 genotoksyczne, mozliwosei indukeji apoptozy, zanalizowat
przebieg cyklu komérkowego, okreslit potencjat pro- i antyoksydacyjny oraz zdolnosci do
bezposéredniej interakcji z DNA. W mojej ocenie zardwno cel gtéwny, jak i cele szczegdlowe
rozprawy doktorskiej sg uzasadnione i jasno sprecyzowane.

Na rozprawe doktorska mgr Michala Juszczaka sklada si¢ cykl 5 prac opublikowanych
w latach 2020-2023 o lgcznym S-letnim IF wynoszgcym 18,711, ocenionych zgodnie z
punktacja MEIN na 560 pkt. Jeden artykul przegladowy opublikowano w czasopismie
polskojezycznym, a pozostale w angielskojezycznych czasopismach naukowych o szerokim
zasiggu. We wszystkich tych publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, co Swiadczy o
jego znacznym wkladzie pracy podczas realizacji czesci doswiadczalnej i powstawania
manuskryptéw. Udzial ten zostal potwierdzony zamieszczonymi w rozprawie o$wiadczeniami
wspolautorow. Cyk! prac jest spdjny tematycznie, poszczegblne publikacje stanowig
realizacie zalozonych celow badawczych. Prace wiazg si¢ ze soba tworzac jednolity
dysertacje doktorska. Dodatkowo Doktorant zamiescit w rozprawie ,Skrécony opis
prowadzonych prac wraz z omowieniem wynikéw”, skladajacy sig podrozdzialow Wstep, Cel
pracy, Materialy i metody, Opis wynikéw, Podsumowanie wynikéw, Wnioski, Literatura
uzupehiajaca, ktéry stanowi podsumowanie informacji przedstawionych w sktadajgcych sig
na rozprawe publikacjach.

Uklad dysertacji doktorskiej oceniam, jako przejrzysty i odpowiednio przygotowany.
Pismiennictwo do kazdej publikacji oraz pi$miennictwo uzupelniajace zostalo dobrane
prawidlowo i zgodnie z biezgcym stanem wiedzy odnosnie przedstawionych tematow.

Pierwsza publikacja zatytulowana ,,Wladciwoscei przeciwnowotworowe zwigzkow
rutetnu — NAMI-A i KP1019” opublikowana w Postgpach Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej  jest pracg przegladows, ktora stanowi odpowiednik wstepu typowe]
dysertacji doktorskiej. W manuskrypcie usystematyzowano dostgpng wiedzg o zwigzkach
rutynowych oraz szczegblowo opisane dwa najbardziej znane, odnosnie zastosowania
terapeutycznego, zwigzki rutenowe: NAMI-A oraz KP1019. NAMI-A posiada zdolnos¢

wigzania si¢ z kwasami nukleinowymi oraz z réznymi biatkami, w tym z ferrytyna, co moze
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umozliwié selektywny transport NAMI-A do wnetrza komérek nowotworowych. NAMI-A
posiada  tez  wihasciwosci  antymetastatyczne, moduluje  proces  angiogenezy,
najprawdopodobniej poprzez wigzanie tlenku azotu. Ponadto, kompleks ten obniza ekspresj¢
metaloproteinaz  MMP-2 oraz MMP-9, ktore degradujg macierz wewngtrzkomérkowg oraz
selektywnie wigze sie do wibkien kolagenowych, co moze utrudnié¢ proces migracji komorek
nowotworowych. Z kolei kompleks KP1019 oddziatuje na biatka cytozolu, indukujgc stres
oksydacyjny. Kompleks ten posiada zdolno$é do indukcji uszkodzenn DNA, co prowadzi do
zatrzymania cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym zwigzanym z bialkiem Rad9 oraz
wykazuje zdolno$¢ do tworzenia adduktéw z histonem H3. KP1019 wplywa takze na
naprawe uszkodzen DNA, biogenez¢ rybosomow, sygnalizacje komorkowg czy tez stres
osmotyczny.

Druga z kolei, a jednoczesnie pierwsza publikacja doswiadczalna pod tytutem ,DNA
damage and antioxidant properties of CORM-2 in normal and cancer cells”, opublikowane w
Scientific Reports, dotyczy oceny wlasciwosci biologicznych kompleksu CORM-2 (ang.
tricarbonyldichlororuthenium(II) dimer) nalezacego do grupy zwigzkéw uwalniajacych tlenek
wegla — CORMs (ang. carbon monoxide-releasing molecules). Badania wykazaly wzrost
zywotnoséei komoérek jednojgdrzastych krwi obwodowej (PBMC) oraz komdrek HL-60 po 2
godz. inkubacji z CORM-2 w stezeniu 100 puM. Diuzsza inkubacja komorek (24 godz.)
powodowala spadek zywotno$ci, zardbwno w przypadku CORM-2, jak 1 iCORM-2 w st¢zeniu
100 uM. Dokonano tez analizy uszkodzen DNA oraz kinetyki naprawy DNA z uzyciem testu
kometowego w wersji alkalicznej. W przypadku komorek PBMC nie zaobserwowano
istotnego statystycznego zwigkszenia uszkodzen dla CORM-2 oraz iCORM-2 w pordwnaniu
do kontroli. Przeciwny efekt uzyskano w przypadku komérek HL-60. Podczas inkubacji
naprawczej poziom uszkodzefi DNA W komoérkach PBMC dla postaci aktywnej CORM-2
zwickszal sie¢ w czasie, podezas gdy w przypadku iCORM uszkodzenia przez caly czas
utrzymywaly sie na staltym poziomie. W komoérkach HL-60 nie zaobserwowano wzrostu
poziomu uszkodzen DNA podczas inkubacji naprawczej, zaréwno dla CORM-2, jak i
iCORM-2. Zaréwno CORM-2, jak i iCORM-2 zmniejszaty poziom uszkodzen oksydacyjnych
DNA w obu typach komorek, z tym, ze w przypadku CORM-2 redukcja poziomu uszkodzen
DNA byta zdecydowanie wigksza. W przypadku komérek PBMC zaobserwowano widoczny
spadek poziomu RFT indukowanych przez 1 mM nadtlenek wodoru, po pre-inkubacji z
CORM-2 oraz iCORM-2. W przypadku 5 mM nadtlenku wodoru zaobserwowano wzrost
poziomu RFT dla obu form zwigzku. Bardzo silny efekt antyoksydacyjny CORM-2

zaobserwowano w komodrkach HL-60. Pre-inkubacja z CORM-2 znaczaco redukowala
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poziom RFT powstatych w wyniku dziatania nadtlenku wodoru. Pre-inkubacja z iCORM-2
nie wplyneta w sposob istotny na poziom RFT w komdrkach HL-60. Zaobserwowano
znaczace zwickszenie poziomu ekspresji genu HMOXI1, zaréwno w PBMC, jak i w
komérkach HL-60 po inkubacji z CORM-2 w stgzeniu 100 uM. W przypadku PBMC
zaobserwowano nicznacznie wigkszy wzrost ekspresji po inkubacji z CORM-2, w
poréwnaniu do iCORM-2. W komérkach HL-60 widoczna jest ponad 50% roznica w indukeji
ekspresji pomiedzy CORM-2 a iCORM-2, a nominalnie ekspresja wzrosta niemal 100-krotnie
dla CORM-2 i nieco ponad 40-krotnie dla iCORM-2

W kolejnej z prac doswiadczanych zatytufowanej ,,Cytotoxicity of piano-stool
ruthenium cyclopentadienyl complexes bearing different imidato ligands” opublikowanej w
Applied Organometallic Chemistry zbadano cztery kompleksy rutenu zsyntetyzowane przez
zespdt Profesor Bogny Rudolf z Katedry Chemii Organicznej UL. Czgscig wspolng
wszystkich komplekséw jest obecno$¢ rutenowego rdzenia, do ktorego przylqczone sg rozne
ligandy. Charakteryzujg si¢ one zréznicowanymi wiasciwosciami biologicznymi. Maleimid,
ktory w postaci ligandu 17 obecny jest w kompleksie 1 wykazuje cytotoksyczne dziatanie
wzgledem biataczkowych komérek K562 oraz Jurkat, podczas gdy sukcynimid obecny w
postaci ligandu w kompleksach 2 oraz 3 moze wykazywa¢ wlasciwosci antyoksydacyjne.
Wykazano, ze najbardziej cytotoksyczny dla obu typéw komdrek (PBMC oraz HL-60) jest
kompleks 1. Wartos¢ 1C50 dla komorek HL-60 byta niemal 10-krotnie mniejsza, niz w
przypadku PBMC. Kompleksy 2-4 wykazaly niewielka cytotoksycznos¢ wzglgdem komérek
PBMC oraz HL-60. Maleimid byl cytotoksyczny na poziomie poréwnywalnym do kompleksu
1, z kolei sukcynimid podobnie jak kompleksy 2 oraz 3 nie wplynal w sposéb istotny na
zywotno$¢ komérek PBMC i HL-60. Analiza genotoksycznosci przeprowadzona za pomocg
testu kometowego w wersji alkalicznej wykazala, ze zwigzkiem o najwigkszym potencjale
genotoksycznym jest kompleks 1. Indukowal on uszkodzenia DNA w komdrkach PBMC oraz
HI-60. Kompleksy 2-4 nie wykazaly wladciwosci genotoksycznych w komérkach PBMC
oraz niewielkie w komédrkach HL-60. Ligand maleimidowy indukowat uszkodzenia DNA na
zblizonym poziomie jak kompleks 1, natomiast sukcynimid nie byt genotoksyczny. Kompleks
1 indukowal apoptoze w komorkach HL-60. Maleimid réwniez wykazal silnie apoptogenne
wlajciwosci wzgledem komoérek HL-60. Analiza przebiegu cyklu komérkowego wykazata
istotnie statystyczne zwigkszenie populacji komérek w fazie sub-G1 w przypadku kompleksu
1 w stezeniu 10 uM, co moze $wiadczyé o wejéciu komorek na droge apoptozy. Inkubacja
komplekséw rutenu z genomowym DNA nie wykazata ich zdolnosci do indukowania pgknigé
DNA.



W trzecie] z prac doswiadczalnych zatytulowanej “Activity of Ruthenium
Cyclopentadienyl Complexes Bearing Succinimidato and Phthalimidato Ligands”
opublikowanej w Molecules, oceniono wiasciwoscei antyoksydacyjne trzech kompleksow
rutenu, ktore nie wykazaly wihasciwosci cytotoksycznych w poprzedniej publikacji. Pre-
inkubacja ze wszystkimi badanymi kompleksami zwigkszata zywotnoéé komdrek PBMC oraz
HL-60, redukowala odsetek komodrek wystepujacych w fazie sub-Gl, co $wiadczy o
zmnigjszeniu si¢  populacji komoérek apoptotycznych. Podobne wiasciwosci wykazat
sukcynimid. Ocena genotoksycznosci przeprowadzona w teScie kometowym w  wersji
alkalicznej wykazata, ze kompleksy 1-3 znaczaco obnizyly oksydacyjne uszkodzenia DNA w
przypadku komérek HL-60. Z kolei w przypadku PBMC, jedynie kompleks 1 obnizyt poziom
tych uszkodzen DNA., Sukcynimid zmniejszyl uszkodzenia DNA jedynie w komorkach HL-
60. W przypadku komérek PBMC pre-inkubacja z kompleksami 1 oraz 2 obnizyla poziom
RFT, z kolei kompleks 3 oraz sukcynimid zwigkszyly poziom RFT. Odmienna sytuacja ma
miejsce w przypadku komérek HL-60, w ktorych pre-inkubacja z kompleksami 1-3 lub
sukcynimidem znaczaco obnizyta poziom RFT dla nadtlenku wodoru. Ponadto, kompleksy 1
oraz 2 przywracajg aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w przypadku PBMC. Wszystkie
badane kompleksy przywrdcily aktywnosé dysmutazy ponadtlenkowej w komérkach HL-60.
Sukcynimid nie wplynat na aktywno$é¢ SOD w przypadku PBMC, natomiast przywrdcit
aktywnos¢ tego enzymu w komorkach HL-60.

W ostatniej z cyklu prac sktadajacych si¢ na dysertacie pt. ,,Piano-stool ruthenium(Il)
complexes with maleimide and phosphine or phosphite ligands: synthesis and activity against
normal and cancer cells” opublikowanej w Dalfon Transactions, skupiono sie na pigciu
nowych kompleksach rutenu, ktore zawierajg rutenowy rdzen oraz ligand maleimidowy.
Dolaczono do nich ligandy fosforoorganiczne. Badania zywotnosci wykazaly, ze kompleksy
1, 2a oraz 3a charakteryzujg sie ponad 10-krotnie mniejszymi wartodciami 1C50 dla komorek
HL-60 w porownaniu do PBMC. 7 kolei kompleksy 2b, 3b oraz 3¢ wykazywaly zblizone
warto$ci IC50 dla obu typéw komdrek. W przypadku komérek HL-60/DR (opornych na
doksorubicyne) efekt cytotoksyczny komplekséw byl wyraZznie mniejszy niz w przypadku
komorek HL-60. Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych badan wybrano kompleksy
1, 2a oraz 3a. Ocena genotoksycznosci wykazata, ze kompleksy te indukuja uszkodzenia
DNA w komodrkach HL-60. W przypadku komérek PBMC efekt genotoksyczny wykazal
jedynie kompleks 1. Zaden z komplekséw nie indukowat uszkodzefi DNA w komorkach HL-
60/DR. Kolejny aspekt analizy genotoksycznosci komplekséw rutenu dotyezyt mozliwosci

bezposredniego oddzialywania z DNA. Wszystkie badane kompleksy indukowaty
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jednoniciowe pekniecia DNA, W przypadku kompleksu 3¢ stwierdzono mozliwo$é indukeji
dwuniciowych pegknig¢ DNA. Ponadto, kompleksy 1, 2a oraz 3a w stgzeniu 10 pM
indukowaly apoptoze w komdrkach HL-60. Wykazano takze, ze kompleksy rutenu 1, 2a oraz
3a w sposob znaczacy zwigkszyly aktywnos¢ kaspaz 3/7. Kompleksy 1, 2a oraz 3a nie
indukujg RFT w czasie 2 godz. inkubacji, co wyklucza indukcje RFT jako mechanizmu
odpowiedzialnego za cyto- oraz genotoksyczno$¢ badanych komplekséw rutenu.
Przeprowadzono takze dokowanie molekularne, ktore miato na celu sprawdzenie mozliwosci
przytgczania si¢ komplekséw rutenu do DNA., Badania wykazaly wigkszy potencjal
kompleksow rutenu do wigzania si¢ z uszkodzonym DNA.

Dysertacja doktorska zostala przygotowana starannie. Doktorant wykazal dobra
znajomos$¢ metod badawczych i umiejetnosei postugiwania si¢ nimi podczas planowania
doswiadczen i w realizacji zalozonego celu badawczego. Autor sprawnie posluguje sig
specjalistyczng terminologia naukowa. Wlasciwie przedstawit i wnikliwie przeanalizowat
wyniki, logicznie je zinterpretowal, a nastepnie krytycznie przedyskutowal poréwnujac z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu
merytorycznym i dojrzatosci badacza. Przedstawiona do oceny praca doktorska swiadezy o
dobrej znajomosci problematyki podjete] przez Doktoranta. Autor udowodnil, ze jest w
stanie opublikowac wyniki badan w czasopismach naukowych o szerokim zasiggu. Jest zatem
przygotowana do samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant sformutowat 5 logicznych wnioskow,
ktore znajduja potwierdzenie w wynikach przedstawionych badan:

«  Kompleksy rutenu w zaleznosci od ligandow wykazujg szereg wlasciwosci biologicznych
w komorkach prawidtowych PBMC i nowotworowych HL-60.

» Tlenek wegla uwalniany z kompleksu CORM-2 odpowiada za wlasciwosei
antyoksydacyjne tego zwigzku.

« Kompleksy rutenu zawierajgce ligand maleimidowy wykazuja znacznie silniejsze
wlasciwosel cyto- oraz genotoksyczne w pordéwnaniu do komplekséw zawierajacych ligand
sukcynimidowy i ftalimidowy.

» Kompleksy rutenu zawierajace ligand sukcynimidowy i ftalimidowy wykazujg wlasciwoscei
antyoksydacyjne w komdrkach prawidlowych PBMC i nowotworowych HL60

. » Dwa kompleksy rutenu zawierajace ligand maleimidowy oraz ligandy fosforoorganiczne —
fosfinowy CpRu(CO)(PPh3)}nl -N-maleimidato) (kompleks 2a) i fosforynowy
CpRu(CO)P(OEt)3)(n1 -N-maleimidato) (kompleks 3a) sg cyto-i genotoksyczne jedynie dla
komoérek HL-60.



Z obowigzku recenzenta musze przedstawié¢ réwnicz uwagi krytyczne dotyczace
oceniane) dysertacji. Nie ma ich jednak duzo. Doktorant konczy podsumowanie wynikéw
stwierdzeniem, ze réznorodno$é efektow biologicznych wykazywanych przez badane
kompleksy rutenu sklania do prowadzenia dalszych bada w dwdch niezaleznych kierunkach:
analizy aktywnosci przeciwnowotworowej oraz oceny potencjatu antyoksydacyjnego. Szkoda,
z¢ w tym miejscu nie znaltazt sig kilkuzdaniowy opis przyblizajacy potencjalne zastosowanie
badanych kompleksoéw, ze szczegélnym uwzglednieniem zastosowania ich w  terapii
przeciwnowotworowej. Ponadto, zauwazylam kilka drobnych blgdéw edytorskich i
stylistycznych.

Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajg oczywiscie wartoéei merytorycznej
rozprawy, ktérg oceniam wysoko.

Analizujgc catoksztalt dorobku naukowego Doktoranta warto podkresli¢ jego duza
aktywnos¢ naukowa. Oprocz publikacji wehodzaeych w sklad rozprawy jest wspélautorem 8
manuskryptow, w jednej z tych prac jest pierwszym autorem. Jesli chodzi o punktacje tych
prac to przedstawia si¢ ona nastgpujgco: IF=30,853 i 680 pkt MEIN. Mgr Michal Juszczak
jest réwniez wspolautorem 11 doniesient na konferencje naukowe. Na jednej z konferencji
otrzymal nagrodg za najlepszy poster.

Reasumujgc stwierdzam, ze dysertacja doktorska Pana mgr Michata Juszczaka pt.
»~Ocena whasciwodci biologicznych kompleksow rutenu w badaniach in vitre” ma charakter
innowacyjny, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i moze stanowié
podstawe do dalszych badan nad wykorzystaniem kompleksow rutenu w terapii
przeciwnowotworowe;.

Z przyjemnoscig i satysfakcjg stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja
doktorska Pana mgr Michata Juszczaka spelnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami okre§lonymi w art. 187 Ustawy z dn. 20
lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Diatego
zwracam si¢ do Wysokiej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Michata Juszczaka do
dalszych etapéw postepowania doktorskicgo.

Réwnoczesnie, ze wzgledu na wysoka wartos¢ poznawczg pracy, szeroki zakres i
wysoka jakos¢ przeprowadzonych badan, wysoki poziom merytoryczny rozprawy, jak
rowniez opublikowanie wynikéw w renomowanych czasopismach z listy JCR (laczny
[F=18,711), co wskazuje, ze manuskrypty zostaly wnikliwie ocenione przez

mi¢dzynarodowych ekspertow i zyskaly ich akceptacje, skladam do Wysokiej Komisji
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Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek

formalny o wyrdznienie pracy.
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