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Z opublikowanych jak dotad wynikéw badan dotyczacych whasciwosci biologicznych
réznych kompleksow rutenu wynika, ze mogg one oddziatywa¢ na komorki na r6znych etapach
transformacji nowotworowej. W zaleznosci od struktury i wlasciwosci fizykochemicznych
komplekséw rutenu moga one zmieniaé potencjat proliferacyjny komérek nowotworowych, ich
wihasciwosci adhezyjne, zdolno$¢ komérek nowotworowych do apoptozy czy zwigkszaé ich
przenikanie ze swiatta naczyn krwionosnych/limfatycznych do otaczajacych tkanek.
Obserwowane efekty biologiczne komplekséw rutenu, maja zwigzek z modulowaniem szeregu
proceséw biologicznych, kluczowych w transformacji nowotworowej takich jak m. in wptyw
na procesy przejscia epitelialno-mezenchymalnego (epithelial-mesenchymal transition —
EMT)/ czy mezenchymalno-epitelialnego (mesenchymal-epithelial transition —MET), ktére
warunkuja plastycznos¢ komorek nowotworowych, ich migracj¢ oraz potencjat
przerzutowania. Co wazne, kompleksy rutenu maja zdolno$¢ oddziatywania na

mikrosrodowisko guza.



Dzigki powyzszym antynowotworowym wlasciwosciom metalofarmaceutykdéw, w tym
rutenu, mozliwe bedzie opracowanie skuteczniejszych terapii w dawkach znacznie
ograniczajgcych cytotoksycznodé. Pomimo iz eksperymenty in vifro majg szereg ograniczen a
ich wyniki powinny by¢ zweryfikowane w eksperymentach iz vivo, i ostatecznic w badaniach
klinicznych, mnogoé¢ proceséw biologicznych, ktore kompleksy rutenu zdolne sa
modyfikowaé, czynig je potencjalnymi celami terapeutycznymi, interesujacymi kandydatami

do projektowania nowych lekéw przeciwnowotworowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Michata Juszczaka jest wynikiem
badan realizowanych we wspolpracy z Katedra Chemii Organicznej UL, Katedrg Chemii
Fizycznej UL oraz Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w Lodzi. Na dysertacje mgr Michata Juszezaka sklada si¢ cykl 5-ciu prac spdjnych
tematycznie, w skiad ktérego wchodzi jedna publikacja przegladowa napisana w jezyku
polskim oraz 4 prace naukowe oryginalne, napisane w jezyku angielskim i opublikowane w
recenzowanych pismach o zasiegu migedzynarodowym. Wszystkie artykuly naukowe sa
opracowaniami zbiorowymi, gdzie Doktorant jest pierwszym autorem pracy, Wspélczynnik
oddziatywania (IF) prac wchodzacych w sklad dysertacji wynosi IF: 18,858; a punktacja
MNiSW wynosi 560 pkt. W pracy doktorskiej, Doktorant dokonal oceny wiasciwosci
biologicznych w warunkach in vitro 10 zrbznicowanych pod wzgledem struktury chemicznej
komplekséw rutenu, w tym nowo zsyntetyzowanych komplekséw rutenu, zawierajacych
ligandy, takie jak maleimid, sukcynimid, ftalimid czy tez ligandy fosforoorganiczne i

fosforynowe.

Rozprawa liczy 132 strony i ma typowy uklad. Sklada si¢ ze wstepu (str. 8), celu pracy
(str. 10), materiatéw i metod (str. 10-11), opisu wynikéw (str. 12), podsumowania wynikow
(str. 22), wnioskéw (str. 25), literatury uzupelniajgcej (str. 26) oraz streszczefi w jezyku polskim
(str. 30) i angiclskim (str. 32). Literatura uzupetniajgca liczy 35 pozycji anglojg¢zycznych,
aktualnych, trafnie dobranych dla przedstawionego w dysertacji tematu badawczego. Wstep
wprowadza w tematyke rozprawy, przedstawia histori¢ rozwoju badah nad
metalofarmaceutykami ze szczegdlnym uwzglednieniem badan nad biologicznymi
wiasciwosciami rutenu i jego kompleksoéw, ktére moga byé pomocne w tworzeniu terapii
przeciwnowotworowej. Nastgpnie Doktorant przedstawit cele pracy, gdzie celem glownym
byla ocena w warunkach in vitro wladciwosci biologicznych komplekséw rutenu a celami
szczegblowymi bylo okreflenie ich wladciwosei cytotoksycznych, genotoksycznych,

mozliwoéci indukcji apoptozy, wplywu na cykl komorkowy oraz potencjalu pro- i



antyoksydacyjnego, jak réwniez zbadanie zdolnoéci do bezposredniej interakcji kompleksow z
DNA. W pracy zastosowano szeroki wachlarz metod badawezych z biologii molekularnej i
genetyki, obejmujagcych m.in. analize uszkodzeri DNA metodg kometows, testem relaksacji
plazmidu i dokowania molekularnego, analiz¢ indukcji apoptozy metodg cytometryczng z
wykorzystaniem barwienia oraz komercyjnego testu Caspase-Glo®3/7 Assay kit, oceng
poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) z uzyciem sondy H,DCF-DA, czy analiz¢ ekspresji
gendw w wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym (z uzyciem sond TagMan). Badania
prowadzone byly na jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej (PBMC), na komérkach
HL-60 oraz na komoérkach opornych na doksorubicyng (HL-60/DR). Powyisze metody
$wiadcza o doskonatym przygotowaniu Doktoranta do pracy eksperymentalnej. Wyniki pracy
Doktorant przedstawil syntetycznie, wspomagajac si¢ 5 rycinami wzoréw strukturalnych
badanych komplekséw rutenu. Uzyskane przez Doktoranta wyniki udowodnity, ze badane
kompleksy rutenu wykazuja zréznicowane - zaleznie od rodzaju ligandéw- dziatanie
biologiczne wzgledem komdérek prawidtowych (PBMC) oraz komérek nowotworowych (HL-
60, HL-60/DR) in vitro. Udowodniony przez Doktoranta potencjai antynowotworowy
badanych komplekséw rutenu, warto byloby potwierdzi¢ w przysztosci warunkach in vivo.
Wyniki badan, pozwolity w pelni na realizacje zatozonych w pracy celéw badawczych.

Waznym ostatecznym wnioskiem z przeprowadzonych badan jest to, Ze kompleksy
rutenu zawierajgce ligand maleimidowy wykazujg silniejsze wladciwosci cyto- oraz
genotoksyczne w poréwnaniu do komplekséw z ligandem  sukcynimidowym oraz
ftalimidowym oraz fakt, ze kompleksy rutenu zawierajace ligand maleimidowy oraz ligandy
fosforoorganiczne — fosfinowy i fosforynowy sa cyto i genotoksyczne tylko dla komérek
nowotworowych HL-60, co ma istotne znaczenie w aspekcie zastosowania terapeutycznego.

Cykl prac przediozonych do recenzji otwiera artykut przegladowy (publikacja nr 1):
Juszczak M, Kluska M, Wysokinski D, Wozniak K. Wiasciwosci przeciwnowotworowe
zwigzkow rutenu — NAMI-A i KP1019”, opublikowany w Postgpach Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej, 2020; w ktérym Doktorant dokonat przegladu aktualnej wiedzy o zwigzkach
rutenowych, a takze przyblizyl dwa zwiazki rutenowe, najszerzej zbadane pod wzgladem
zastosowania terapeutycznego: NAMI-A oraz KP1019. W opracowaniu Doktorant podkresla,
ze najwazniejszg w aspekcie terapii nowotworéw wiasciwoscia NAMI-A jest jego selektywny
transport do wngtrza komérek nowotworowych a takze wlasciwosci antymetastatyczne.

W kolejnej pracy oryginalnej ( publikacja nr 2): Juszezak M, Kluska M, Wysokinski
D, Wozniak K. DNA damage and antioxidant properties of CORM-2 in normal and cancer

cells”, opublikowanej w Scientific Reports, 2020, Doktorant dokonat na modelu komérek



jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) oraz komdrkach HL-60 analizy wlasciwosci
biologicznych kompleksu CORM-2 (ang. tricarbonyldichlororuthenium(Il)dimer), nalezacego
do grupy zwiazkéw uwalniajacych tlenek wegla — CORMSs (ang. carbonmonoxide-releasing
molecules). Waznym wynikiem tej pracy byla obserwacja, ze zardwno CORM-2, jak i iCORM-
2, zmniejszajg poziom uszkodzen oksydacyjnych DNA w obu typach badanych komoérek, a
dodatkowo CORM-2 ma wyzszy potencjat redukcji poziomu uszkodzenn DNA oraz wyzszy
potencjat antyoksydacyjny w poréwnaniu z iCORM-2, szczegblnie w komdrkach HL-60.

Nastgpna publikacja wchodzgca w sklad niniejszej dysertacji (publikacja nr 3) :
Juszezak M, Kluska M, Kosifiska A, Palusiak M, Rybarczyk-Pirek AJ, Wzgarda-Raj K, Rudolf
B, Wozniak K. Cytotoxicity of piano-stool ruthenium cyclopentadienyl complexes bearing
different imidato ligands ,, opublikowana w Applied Organometallic Chemistry, 2022,
dotyczyla badan wiasciwosci biologicznych ( cytotoksycznodci, genotoksycznosci oraz
aktywnosci apoptogennej) czterech komplekséw rutenu, do ktérego przylaczone zostaly
ligandy : kompleks 1 — z ligandem maleimidowym; kompleks 2 (#5-cyclopentadienyl)Ru
(CO)2-N-methoxysuccinimidato, kompleks 3 — z ligandem sukcynimidowym; oraz kompleks
4 — z ligandem ftalimidowym. Analizowano takze role ligandéw maleimidu oraz sukcynimidu
w odniesieniu do komérek nowotworowych. Doktorant udowodnit, ze ligand maleimidowy byt
cytotoksyczny na poziomie poréwnywalnym do kompleksu 1, ktéry wykazal takze najwigkszy
potencjat genotoksyczny. Oba zwigzki indukowaty uszkodzenia DNA, a maleimid wykazal
silnie whasciwosci indukujgce apoptoze wzgl¢dem komérek HL-60.

W kolejnej publikacji z cyklu (publikacja nr 4): Juszezak M, Kluska M, Kosinska A,
Rudolf B, Wozniak K. Antioxidant Activity of Ruthenium Cyclopentadienyl Complexes
Bearing Succinimidato and Phthalimidato Ligands, opublikowanej w Molecules, 2022;
Doktorant dokonat oceny whadciwosci antyoksydacyjnych trzech komplekséw rutenu. Istotnym
wynikiem pracy w odniesieniu do komérek nowotworowych (HL-60), byla obserwacja ze
kompleks 1-3 i sukeynimid obnizyt poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA i poziom RFT.
Wszystkie badane kompleksy przywrécily aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w
komdrkach HL-60.

Cykl prac zamyka publikacja 5.: Juszezak M, Das S, Kosinska A, Rybarczyk-Pirek AJ,
Wzgarda-Raj K, Tokarz P,Vasudevan S, Chworos A, Wozniak K, Rudolf B. Piano-stool
ruthenium(Il) complexes with maleimide and phosphine or phosphite ligands: synthesis and
activity against normal and cancer cells” opublikowana w czasopismie Dalfon Transactions
2023; gdzie Doktorant badat (na jednojgdrzastych komérkach krwi obwodowej, komérkach

HL-60 oraz na komérkach HL-60/DR -opornych na doksorubicyng) wiasciwoéci biologiczne



pieciu nowych kompleksow rutenu z dotgczonymi ligandami: maleimidowym oraz ligandami
fosforoorganicznymi, Wykazano genotoksycznoéé oraz apoptozogenno$é kompleksu 1, 2a oraz
3a w komdrkach nowotworowych HL-60, jednak zaden z komplekséw nie indukowat
uszkodzen DNA ani apoptozy w komérkach HL-60/DR. Doktorant wykazal, ze w przypadku
badanych komplekséw 1, 2a oraz 3a, geno- i cytotoksyczno$¢ nie jest zwigzana z mechanizmem
indukcji RFT.W konicowej fazie badafi Doktorant wykazal znaczny potencjal badanych
kompleks6w rutenu do wigzania si¢ z uszkodzonym DNA.

Podsumowuja, przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska na ktéra sktada si¢ cykl
5-ciu publikacji oraz wprowadzajaca czgd¢ opisowa jest syntetycznym i rzeczowym
opracowaniem bardzo ciekawych i innowacyjnych badan. Realizacja zalozonych celow
wymagala od Doktoranta bardzo dobrego przygotowania merytorycznego i praktycznego, na
co wskazujg zastosowane metody badawcze i jako$é otrzymanych wynikéw. Kazda z prac
wchodzacych w sktad cyklu, zostala oceniona przez niezaleznych recenzentéw i opublikowana
w wysoko punktowanych czasopismach o wysokim wskazniku wplywu. Opublikowane przez
Doktoranta prace badawcze majg charakter nowatorski i wnoszg wazny wkiad w rozw6j nauk
biologicznych jak i znajdg niewatpliwie zastosowanie kliniczne w tworzeniu nowych celéw

terapeutycznych dla niektorych typéw nowotwordw u ludzi.

Pragne pogratulowaé Doktorantowi bardzo ciekawych i nowatorskich wynikéw badan,
jednoczesnie z obowiazku Recenzenta, proszg Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do kilku

kwestii;

1. Z literatury tematu wynika, ze wysoki poziom stresu oksydacyjnego indukowany przez
kompleksy rutenu koreluje z jego wysoka cytotoksycznoscia. Zatem $mieré komérkowa
powodowana przez te kompleksy ma najprawdopodobniej zwigzek z indukcjg duzej
ilodci RFT w komdrkach nowotworowych. W badaniach wiasnych Doktorant wykazat
geno- i cytotoksycznodé badanych komplekséw rutenu, lecz nie zwigzang z
mechanizmem indukcji RFT. Zatem, w przypadku badai whasnych jakie mechanizmy

komdérkowe moga by¢ kluczowe w warunkowaniu geno-/cytotoksycznosci komorek ?.

2. Jakie wedlug wiedzy Doktoranta mechanizmy komdrkowe moga odpowiadaé za
chemoopornos$¢ linii komérkowej HL-60/DR?

3. Z czego wynikaly roznice w ilodci komdrek linii HL-60 nanoszonych na 96-dotkowe
plytki w zastosowanej tej samej metodzie oceny zywotnosci komérek( cell-viability) w
eksperymentach opisanych w artykule 5 ( ,,Piano-stool ruthenium(ii) complexes with

maleimide and phosphine or phosphite ligands: synthesis and activity against normal and



cancer cells” ) i artykule 4 (“Antioxidant Activity of Ruthenium Cyclopentadienyl
Complexes Bearing Succinimidato and Phthalimidato Ligands”™ )- zréznicowanie 1000
komorek/dotek - 15,000/dolek ?

4. Dodatkowo, zastosowano w tym samym badaniu taka sama liczbg komorek dla linii HL-
60 i HL-60/DR na dolek 96- dotkowej phytki hodowlanej. Czy wykonano dla komorek
linii HL-60/DR oddzielng krzywa wzorcowsg do wyznaczenia ilosci komoérek, czy wyniki
odczytywano dla tej samej krzywej, co dla linii komorkowej HL-607

5. Czy oceng zywotno$ci komérek wykonywano w medium suplementowanym czy bez

suplementacji FBS, jakie ma to znaczenie ?

Ze wzgledu na fakt, ze wyniki badan zostaly juz opublikowane w dobrych
recenzowanych pismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym, stwierdzam, ze Doktorant
catkowicie zrealizowat zatozone w pracy cele badawcze Rozprawa doktorska spetnia
warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668). Z prawdziwg przyjemnoscig przedktadam Wysokiej
Komisji Uniwersytetu Lédzkiego ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne
wniosek o dopuszczenic mgr Michala Juszczaka do dalszych etapow postgpowania

doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej.

Whioskuj¢ takze o wyréZnienie rozprawy z uwagi na jej nowatorstwo, walory

poznawcze i duzg wartosé merytoryczng.

Prof. dr hab. n. med. Ewa Brzezianska-Lasota
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