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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Michala Juszczaka
pt.: ,,Ocena wlasciwosci biologicznych kompleksow rutenu w badaniach in vitro”
wykonanej w Katedrze Genetyki Molekularnej Instytutu Biochemii
Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego
w dyscyplinie nauki biologiczne
pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Wozniak

Oceny pracy dokonano na podstawie decyzji Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne podjetej na posiedzeniu w dniu 25 kwietnia

2023 r., podpisanej przez Przewodniczacg Komisji — prof. dr hab. Agnieszke Marczak.

Uzasadnienie podj¢cia temat

Poszukiwanie nowych, aktywnych biologicznie zwigzkow  chemicznych
przeciwdziatajacych tzw. chorobom cywilizacyjnym wydaje si¢ najwazniejszym wyzwaniem
wspolczesnej medycyny oraz nauk biologicznych. Jednymi z nich sg kompleksy zawierajace
rozne metale, w tym ruten. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena wilasciwosci
biologicznych nowych komplekséw rutenu w warunkach in vitro. Podjecie badan w danej

tematyce uwazam za wysoce uzasadnione.



Formalna ocena pracy

Praca doktorska p. Michata Juszczaka stanowi zbidr opublikowanych i powigzanych
tematycznie pi¢ciu publikacji naukowych: jednej przegladowej w jezyku polskim oraz czterech
doswiadczalnych w jezyku angielskim, zgodny z wymaganiami Ustawy z dnia 20 lipca 2018 1.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, ktory

skiada si¢ z nastgpujacych artykutow:

1. Juszezak M, Kluska M, Wysokinski D, Wozniak K. (2020) Wiasciwosci
przeciwnowotworowe zwigzkéw rutenu — NAMI-A i KP1019. Postepy Higieny
i Medycyny Doswiadczalnej 74:12-19.
IF: 0,878; IF 5-letni: 1,049; 40 pkt. MEiN

2. Juszezak M, Kluska M, Wysokinski D, Wozniak K. (2020) DNA damage and
antioxidant properties of CORM-2 in normal and cancer cells. Scientific Reports
10(1):12200.
IF: 4,379; IF S-letni: 5,133; 140 pkt. MEiN

3. Juszezak M, Kluska M, Kosiitska A, Palusiak M, Rybarczyk-Pirek AJ, Wzgarda-Raj
K, Rudolf B, Wozniak K. (2022) Cytotoxicity of piano-stool ruthenium
cyclopentadienyl complexes bearing different imidato ligands. Applied Organomerallic
Chemistry 36(4):¢6595.
IF: 4,105; IF 5-letni: 3,515; 100 pkt. MEiN

4, Juszczak M, Kluska M, Kosinska A, Rudolf B, Wozniak K. (2022) Antioxidant
Activity of Ruthenium Cyclopentadienyl Complexes Bearing Succinimidato and
Phthalimidato Ligands. Molecules 27(9):2803.
1F: 4,927; IF 5-letni: 5,110; 140 pkt. MEiN

5. Juszezak M, Das S, Kosifiska A, Rybarczyk-Pirek AJ, Wzgarda-Raj K, Tokarz P,
Vasudevan S, Chworos A, Wozniak K, Rudolf B. (2023) Piano-stool ruthenium(II)
complexes with maleimide and phosphine or phosphite ligands: synthesis and activity
against normal and cancer cells. Dalton Transactions 52(13)4237-4250.
IF: 4,569; IF S-letni: 3,904; 140 pkt. MEiN

Wszystkie publikacje to prace w czasopismach z listy JCR powstale w latach 2020-2023
o tacznym 5-letnim wspdtczynniku Impact Factor 18,711 (wg listy z 2022 r.) t 560 punktach
MEIiN. Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich publikacjach, w zadnej nie jest

autorem korespondencyjnym. Udzial Doktoranta w powstanie jednolitego tematycznie zbioru



pi¢ciu publikacji oceniam jako wysoki i dominujacy. Obejmuje on wszystkie etapy pracy
naukowej polegajacej na wspottworzeniu koncepcji prac, planowaniu i prowadzeniu gidéwnej
czgsci eksperymentalnej (przede wszystkim hodowli i/lub izolacji linii komoérkowych i
wykonywanych na nich testéw), poprzez opracowywanie wynikow, analize literatury,
przygotowanie wykreséw oraz wspdludziale w pisaniu kazdego manuskryptu. We wszystkich
publikacjach Doktorant jest autorem wiodacym, co zostato potwierdzone dofaczonymi do pracy
os$wiadczeniami Wspdlautorow.

Cala praca doktorska Pana Michala Juszczaka liczy 133 strony wydruku
komputerowego oraz o$wiadczenia wspolautorow. Cykl publikacji uzupelniono o 32-
stronicowe polskoj¢zyczne opracowanie autorskie Pana Michala Juszczaka pt.: ,,Ocena
wlasciwosci biologicznych komplekséw rutenu w badaniach in vitro”. W ninigjszym
opracowaniu Doktorant przedstawit wykaz publikacji stanowigcych osiggniccic naukowe oraz
skrocony opis przeprowadzonych prac zawierajgcy: wstep, cel pracy, materialy i metody, opis
wynikow, podsumowanie wynikéw, wnioski oraz spis literatury uzupelniajgcej. Tytul zostat
sformutowany prawidfowo. We wstegpie Doktorant zwigZle przedstawit uzasadnienie podjecia
tematu pracy. Cel ogdlny oraz cele szczegdélowe zostaly sformutowane w sposob prawidlowy.
Nie znalaztam w opracowaniu jasno okreslonej hipotezy badawczej. Doktorant zwiezle
zaprezentowal zastosowana metodologi¢ (m.in. PCR w czasie rzeczywistym przy pomocy sond
TaqMan do okreslenia wzglednego poziomu mRNA, test redukcji resazuryny, test kometowy
w wersji alkalicznej, test Caspase-Glo 3/7 Assay kit, wykorzystanie sondy H:DCF-DA do
okreslania RFT, test SOD Assay Kit-WST), osiggni¢cia badawcze, podsumowanie wynikow
oraz wnioski. Spis literatury (35 pozycji) jest zwiazany z tematykg prac bedacych podstawg
rozprawy doktorskiej. Catos¢ konczy rzeczowo zredagowane streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Do opracowania autorskiego dolgczono kopie publikacji przedstawionych do
oceny. W opracowaniu zaprezentowano takze pozostaty dorobek naukowy Doktoranta, tj. 8
wspolautorskich artykuloéw opublikowanych w latach 2018-2022: 7 oryginalnych w jezyku
angielskim i | przegladowego w jezyku polskim (ze streszczeniem w jezyku angielskim). Sa to
publikacje z listy JCR, ktorych sumaryczny 5-letni Impact Factor wynosi 31,941 wg listy z 16
sierpnia 2022 r. oraz 680 pkt. MEiN. Doktorant jest réwniez wspoétautorem 11 komunikatow
konferencyjnych o zasiggu migdzynarodowym i krajowym. Sumaryezny 5-letni Impact
Factor calego dorobku naukowego Doktoranta to 50,652 (wg listy z 16 sicrpnia 2022 r.) oraz.
1240 pkt. MEiN. Wedlug bazy Web of Science liczba cytowan publikacji (bez autocytowan)
wynosi 54 (stan z 15.05.2023 r.), a wartos¢ indexu Hirscha 5. Przedstawione do oceny

osiggnigcia $wiadczg o ciaglym poglebianiu warsztatu naukowego Doktoranta, Opracowanie
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autorskie zostalo przedstawione w sposéb staranny, cho¢ zawiera kilka drobnych usterek
technicznych, na przyklad na str. 6 nieprawidtowo wyliczono punkty IF pozostatego dorobku
naukowego Doktoranta (tzn. jest suma IF: 30,853; IF S-letni: 32,493, a powinno byé: IF:
30,901; IF S-letni: 31,941), jednakze w zaden sposéb nie wplywa to na jakos$é pracy
przedstawionej do oceny.

Badania realizowane w niniejszej rozprawie doktorskiej Doktorant wykonywal w
zakresie dotacji celowej stuzacej rozwojowi miodych naukowcow oraz uczestnikow studiéw
doktoranckich, we wspélpracy z Katedrg Chemii Organicznej oraz Katedrg Chemii Fizycznej
Wydziatu Chemii UL, a takze z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN

w Lodzi.

Ocena merytoryczna pracy

Gloéwna czgscia rozprawy doktorskiej jest zbidr piecin wspolautorskich artykutow
naukowych, ktore zostaly wezesniej poddane procesowi recenzowania naukowego.

W publikacji nr 1 (przegladowej) pt.: ,,Wiasciwosci przeciwnowotworowe zwigzkow
rutenu - NAMI-A 1 KP1019” opublikowanej w Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
2020, 74:12-19 (IF 5-letni: 1,049) Doktorant opracowal koncepcje rozprawy doktorskiej
dokonujgc opisu dotychczasowego stanu wiedzy na temat zwiazkéw rutenowych, ze
szczegOlnym uwzglednieniem dwoch najszerzej zbadanych pod katem ich zastosowania
terapeutycznego, tj. NAPI-A oraz KP1019.

W publikacji (doswiadczalnej) nr 2 pt.: ,DNA damage and antioxidant properties of
CORM-2 in normal and cancer cells” opublikowanej w Scientific Reports 2020, 10(1):12200
(IF 5-letni: 5,133) Doktorant dokonal oceny wiasciwosci biologicznych komplekséw CORM-
2 oraz iCORM-2. Badania te obejmowaly analiz¢ zywotnosei zdrowych jednojgdrzastych
komérek krwi obwodowej (PBMC) oraz komorek ostrej biataczki promielocytowej (HL-60)
testern redukcji rezasuryny, analize uszkodzenn DNA (réwniez oksydacyjnych) oraz kinetyki
naprawy DNA z zastosowaniem wersji alkalicznej testu kometowego, ocen¢ poziomu RFT za
pomocg sondy HoDCF-DA, a takZe okreslenie poziomu ekspresji genu HMOX! kodujacego
oksygenaz¢ hemowa | zaangazowana w odpowiedz antyoksydacyjng komodrek. Doktorant
wykazal m.in., Ze oba zwigzki powodowaly spadek zywotnosci komoérek po 24h ekspozycii,
istotnie statystyczny wzrost uszkodzen DNA w komorkach HL-60, znaczng réznic¢ w poziomie
uszkodzet DNA indukowanych w obu typach komorek przez badane zwigzki po inkubacji
naprawczej, zmnigjszenie poziomu uszkodzert oksydacyjnych DNA w obu typach komorek

oraz spadek poziomu RFT w przypadku komérek PBMC.
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Kolejna publikacja (doswiadczalna) nr 3 pt.. ,,.Cytotoxicity of piano-stool ruthenium
cyclopentadienyl complexes bearing different imidato ligands” opublikowana w Applied
Organomelallic Chemistry 2022, 36(4):¢6595 (IF 5-letni: 3,515) dotyczy badania wlasciwosci
biologicznych czterech komplekséw rutenu z zastosowaniem tych samych linii komorkowych.
Badania obejmowaty oceng ich cytotoksycznosci (okreslenie wartosci ICso) i genotoksycznosci
oraz zdolnosci do indukeji apoptozy. Doktorant wykazal m.in., iz kompleks 1 jest najbardziej
cytotoksyeczny dla obu typow komoérek, jednakze w komorkach HI.-60 powodowal 10-ktotnic
wyzszg cytotoksycznosé, niz w komorkach PBMC. Kompleks I okazat si¢ rowniez najbardziej
genotoksyczny dla obu typéw komérek. Jednakze w komdrkach nowotworowych HL-60
uszkodzenia DNA obserwowane byly juz od stgzenia badanego 2,5 puM, podczas gdy w
komorkach zdrowych PBMC uszkodzenia DNA zaobserwowano dopiero w stezeniu 10-krotnie
wyzszym (25 pM). Kompieks 1 indukowal rowniez apoptoze w komorkach HL-60.

W publikacji (doswiadczalnej) nr 4 pt: ,Antioxidant Activity of Ruthenium
Cyclopentadienyl Complexes Bearing Succinimidato and Phthalimidato Ligands”
opublikowanej w Molecules 2022, 27(9):2803 (JF S-letni: 5,110) Doktorant poddal ocenie
wladciwosci antyoksydacyjne trzech kompleksoéw rutenu tj. 1, 2 i 3 oraz sukcynimidu, kiérych
wybor do dalszych badan uzasadnil. Przed eksperymentami dokonywat preikubacji komorek z
kompleksami, a nastgpnie inkubacji z nadtlenkiem wodoru jako induktorem stresu
oksydacyjnego. Doktorant dowiodl, iz zastosowana preinkubacja w sposob istotny
statystycznie zwickszala zywotnos¢ badanych komorek oraz istotnie statystycznie zmniejszata
populacj¢ komérek apoptotycznych. Genotoksyczno$é oraz poziom indukowanych RFT
zmienialy si¢ w zréZznicowany sposéb i zalezaty od badanego zwigzku, jego stezenia oraz linii
komorkowej. Wszystkie badane zwigzki przywracaty aktywnosé dysmutazy ponadtlenkowej w
komorkach HL-60.

W kolejnej publikacji (doswiadczalnej) nr 5 ,,Piano-stool ruthenium(II) complexes
with maleimide and phosphine or phosphite ligands: synthesis and activity against normal and
cancer cells* opublikowanej w Dalton Transactions 2023, 52(13)4237-4250 (IF S-letni: 3,904)
Doktorant skupit si¢ na badaniu aktywnosci biologicznej 5 innych/nowych komplekséw rutenu
oznaczonych jako 2a, 2b, 3a, 3b oraz 3c. Oprécz wezesniej wymienionych linii komérkowych
do badan wigczono zmodyfikowana lini¢ komérek bialaczkowych HL-60, tj. HL-60/DR oporna
na doksorubicyng. Zastosowane kompleksy wykazywaly zréznicowang cytotoksycznosé,
genotoksycznos¢, zdolnos¢ do indukeji apoptozy oraz RFT wobec badanych linii

komorkowych.



Analiza aktywnosci biologicznej nowych kompleksoéw rutenu przeprowadzona przez
Doktoranta umozliwita wyselekcjonowanie zwigzkéw o potenciale przeciwnowotworowym
wobec komoérek HL-60 oraz komplekséw o potencjale antyoksydacyjnym. Doktorant
przeanalizowal i przedyskutowal uzyskane wyniki w $wietle badanit innych autoréw, co
swiadczy o duzej wiedzy w dyscyplinie nauk biologicznych oraz umiejetnosci Doktoranta do
prowadzenia pracy naukowej. Metody badawcze zastosowane przez Doktoranta zostaly
dobrane odpowiednio, umozliwiajac realizacj¢ celéw i zalozen prac do$wiadczalnych
wchodzacych w sklad cyklu publikacji. Wyniki zostaly omowione w sposob zwiezly i
przejrzysty. Calos¢ opracowania wieficzy ponad 2-stronicowe podsumowanie wynikow,
Doktorant prawidlowo sformulowal réwniez 5 wnioskéw koficowych.

Reasumujgc, wyniki uzyskane przez Doktoranta wnoszg nowe informacje na temat
aktywnosci biologicznej kompleksdw rutenu wobec komérek prawidtowych i nowotworowych,
sg warto$ciowe zardwno pod wzgledem poznawczym, jak i aplikacyjnym. Przedstawiong do
oceny pracg przeczytalam z duzym entuzjazmem. Przedlozony do recenzji cyk] publikacji jest
spdjny 1 stanowi oryginalne rozwigzanie okreslonego problemu. Uwazam, iz cel naukowy

zostal zrealizowany. Rozprawe doktorska oceniam pozytywnie.

Uwagi i pytania

1. Uwazam, ze Doktorant slabo podkreslit innowacyjno$é podjetych badan, zaréwno w
publikacjach, jak i w opracowaniu.

2. Nie znalaztam w opracowaniu wyraZnic zarysowanej hipotezy badawczej. Prosz¢ o
ustosunkowanie si¢ Doktoranta do tej uwagi.

3. Dlaczego do badan Doktorant wybrat komorki krwi?

4. Dotyczy komentarza do publikacji nr 2 na str. 15. Doktorant zauwaza, iz
»Zaobserwowano wzrost zywotnosci komorek po 2 godz. inkubacji z CORM-2 w
stezeniu 100 pM dla obu rodzajéw komoérek”. Jak mozna wythumaczyé wzrost
zywotnosci komorek?

5. W aspekcie aplikacyjnym, ktory zwigzek/kompleks jest najbardziej obiecujacy w
Swietle przeprowadzonych badan? Czy synteza chemiczna takich zwigzkow jest
oplacalna?

6. Jaka jest przyszlosé podjetych badan? Czy bedg one kontynuowane?

7. Na str. 6 nieprawidlowo wyliczono punkty IF pozostalego dorobku naukowego

Doktoranta, tzn. jest suma IF: 30,853 oraz IF 5-letni: 32,493, a wg moich kalkulacji



powinno by¢: IF: 30,901 oraz IF 5-letni: 31,941. Prosz¢ o ustosunkowanie sie

Doktoranta do tej uwagi.

Whioski konicowe

Praca doktorska Pana mgr Michata Juszczaka podejmuje niezwykle wazny temat
dotyczgcy  poszukiwania nowych  substancji  terapeutycznych o  charakterze
przeciwnowotworowym, a z drugiej strony o silnym potencjale antyoksydacyjnym. Praca
zawiera wicle elementéw innowacyjnosci, ponadto ma charakter nie tylko poznawczy, ale w
przyszlosci rowniez aplikacyjny. Wedlug wiedzy Recenzentki, po przeanalizowaniu bazy
PubMed, temat badan podjety przez Doktoranta w takim ukladzie eksperymentalnym jest
unikatowy i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

W mojej opinii przedstawiony do recenzji zbior opublikowanych i powigzanych
tematycznie pigciu artykulow naunkowych spelnia wymagania merytoryczne i formalne
stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, art. 187 (Dz.U. 22022 r, poz. 574).

Zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie

Pana mgr Michala Juszczaka do dalszych etapéw w post¢gpowaniu doktorskim.

Whiosek o wyrozZnienie

Praca doktorska Pana Michala Juszczaka jest nowatorska, cechuje si¢ wysoka jakoscia
badan, metod i narzedzi badawczych zaréwno na poziomie komérkowym, jak i molekularnym.
Potwierdzeniem warsztatu badawczego Doktoranta jest cykl 5 bardzo dobrych publikacji w
czasopismach znaczacych w dyscyplinie nauk biologicznych i im pokrewnych, w ktérych
Doktorant jest pierwszym autorem z dominujacym udzialem. Na szczegdlne wyrdznienie
zastuguje artykul opublikowany w Scientific Reports (publikacja nr 2) wydawnictwa Nature
Publishing Group, ktére wydaje jedne z najbardziej prestizowych i wyspecjalizowanych
czasopism naukowych na swiecie (IF 5-letni: 5,133). Réwniez publikacje nr 3 i ar 5 ukazaly
si¢ odpowiednio w czasopismach Applied Organometallic Chemistry (IF: 3,515) oraz Dalton
Transactions (IF 5 -letni 3,904) wydawanych przez prestizowe wydawnictwa, tj. Jokin Wiley &
Sons Inc. oraz Royal Society of Chemistry. Nowatorski i aplikacyjny charakter badaf oraz
szczegdlowa ocena pracy zawarta w przediozonej recenzji sg podstawg do ztozenia wniosku o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr Michata Juszczaka.



Wnioskuj¢ zatem do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinic nauki biologiczne o wyrdznienie zaprezentowanej mi do oceny rozprawy

doktorskiej Pana mgr Michata Juszczaka pt.: ,,Ocena wlasciwosci biologicznych komplekséw

rutenu w badaniach in vitro™. (}Q‘:M % ww/
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