Krakow, 2 wrzednia 2615

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Olgi Mazuryk, zatytulowanej:

“Polypyridyl ruthenium complexes for cancer treatment and
vizualization"

Badania dotyczace zastosowan kompleksow metali w medycynie
to dziedzina nowoczesnej chemii nieorganicznej, ktéra laczy dane o
strukturze i wlasciwosciach komplekséw metali oraz przebiegu i kontroli
procesdOw zyciowych organizmu. Nowe kompleksy rutenu wykazujace
wlasciwodci katalityczne w metatezie olefin sg jednym  z najszybciej
rozwijajacych si¢ dzialdw w nowoczesnej synfezie organicznej.
Wyzwaniem jest optymalizacja struktury katalizatoréw w kierunku
zwigkszenia ich reaktywnosci oraz stabilnosei. Szczegélnie interesujgce
sa nowe kompleksy rutenu, umozliwigjace wydajne 1 skuteczne
przeprowadzenie reakcji metatezy, Reakcja metatezy olefin zostala
odkryta w latach 50-tych XX wieku, umozliwia ona efektywne i
wydajne tworzenie wigzan C=C. Dzieki rozwojowi badan nad
aktywnymi 1 stabilnymi katalizatorami, poznaniu ich chemii
koordynacyjnej mozliwe staly si¢ syntezy nowych zwigzkoéw naturalnych
i Dbiologicznie czynnych. Wyrazem uznania migdzynarodowej
spotecznosci naukowcéw byto uhonorowanie U. Chauvina, R.R
Schrocka oraz R.H. Grubbsa nagroda Nobla w 2005 roku za prace
dotyczace tej dziedziny,

W ostatnich latach zainteresowanie kompleksami rutenu
rozszerzylo si¢ o potencjalne ich wykorzystanie w terapii i diagnostyce.
Obecnie dwa kompleksy rutenu znajdujg si¢ w fazie badan klinicznych, a
dziesigtki nowych zwiazkdw testowanych jest pod katem ich whasciwosel
przeciwnowotworowych lub tez jako znacznik do metod obrazowania

optycznego.
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Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Olgi Mazuryk
wpisuje si¢ w ten nurt badan, Gléwnym celem doktorantki byla synteza
oraz zbadanie wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych serii
polipirydylowych komplekséw rutenu, zawierajacych dwa ligandy: dip
(4,7-difenylo-1,10-fenantrolina) oraz zmodyfikowany ligand bpy (2,2-
bipirydyna) w  kierunku ich - potencjalnego  wykorzystania

w obrazowaniu zmian nowotworowych i terapii przeciwnowotworowe;j.

Uwagi ogélne

Praca doktorska mgr Olgi Mazuryk =zostala wykonana w
Zakladzie Chemii Nieorganicznej, Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Grazyny Stochel oraz prof.
dr hab. Tomasia Brzozowskiego. Praca napisana jest w jezyku
angielskim, ma forme¢ klasycznej rozprawy, z podzialem na typowe dla
prac eksperymentalnych rozdziaty: Wstep zakoficzony celami pracy,
Materiaty 1 metody, Wyniki i dyskusja z wnioskami, Bibliografia
zawierajaca 174 pozycje. Wykaz skedtéw przygotowany alfabetycznie

znakomicie ulatwia czytanie pracy (str.147-150).

We wstepie doktorantka przedstawia analize stanu wiedzy
dotyczacg nowotworéw, od ich powstawania, poprzez tworzenie
obszarow hipoksycznych i naczyf krwiono$nych guza, az do tworzenia
przerzutdow. Kolejno przedstawia imidazole i ich role w diagnostyce i
terapii nowotwordw. Dochodzi do planowanych badaf, ktdrych
pierwszym celem byla synteza oraz zbadanie fizykochemicznych i
fotofizycznych oraz biologicznych wiasciwosci komplekséw rutenu w
kierunku mozliwosei ich wykorzystania w obrazowaniu 1 terapii
PrZeciwnowotworows;. Moja recenzja dotyczy gltownie

przeprowadzonych badan biologicznych.

Uwagi szczegdélowe
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W rozdziale 2.2.1. "Imaging of hypoxia" zabraklo szerszej
informacji o metodzie EPROI (obrazowanie tlenometryczne z uzyciem
EPR (EPR Oxygen Imaging), ktora jest rozwijana z dobrym skutkiem na
Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ przez dr hab.
Martyng Elas. Jest to metoda nieinwazyjna, daje mozliwosé
wykonywania wielokrotnych pomiaréw tego samego obiektu, oraz
mozliwo$¢ oznaczenia obszaréw przejéciowo hipoksycznych, dzigki
czemu ma szerokie perspektywy zastosowan klinicznych. Bedzie mogla
by¢ stosowana jako metoda diagnostyczna w réznych stanach
niedotlenienia, oraz w planowaniu radioterapii nowotworéw. Na
podstawie dotychczasowych badan dr Elas stwierdzono duza
heterogenno$¢ przestrzenno-czasowg hipoksji w nowotworach, co
sugeruje, ze probkowanie jedynie kilku punktéw pomiarowych nie jest
reprezentatywne dla utlenowania nowotworéw. Aby rejestrowaé hipoksje
w guzach nowotwiorowych, z uwzglednieniem jej dynamiki przestrzenne;j
1 czasowej, potrzebna jest nieinwazyjna metoda tlenometryczna o
rozdzielczosci przestrzennej ok. 100-200 mikrometrow, czasowej ok. 3-
10 min i tlenometrycznej rzedu ok. 1-3 mm Hg. Znajomos$é prac z
zastosowaniem tej metody bedzie szczegblnie przydatna przy
kontynuowaniu badaf rozpoczgtych w recenzowanej pracy i

planowanych do wykonania w ukladzie in vivo.

Praca doktorska mgr Olgi Mazuryk zaplanowana zostata z duzym
rozmachem, pomimo, ze jest ograniczona do badan in vitro. Wstepne
badania fizyko-chemiczne przeprowadzono dla 6 zsyntetyzowanych
komplekséw Ru (II), wobec komérek nowotworowych i prawidtowych,
w tym komorek $rédblonka mysiego, linii ustabilizowanej i pierwotnej.
Jest to bardzo trudne, choé nowatorskie i pozgdane podejscie do tego
typu badan. Wydaje si¢ bowiem, ze tylko komoérki linii pierwotnej mogg
by¢ reprezentatywne na etapie badafi in vifro, majgcych prowadzié do
zastosowat: klinicznych. Druga, wazna pochwata dotyczy poréwnywania
skutecznosci dzialania testowanego zwigzku nie tylko dla réznych
komérek nowotworowych, ale od razu takze wzgledem komérek

prawidlowych (§rodblonka).
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W pierwszych  prébach  wyselekcjonowano najbardziej
interesujgcy sposrod zsyntetyzowanych komplekséw, ktérym okazat sie
[Ru (dip); (bpyNitrolm)]Cl; i badania biologiczne przeprowadzono

gléwnie dla tego whasnie kompleksu.

Wyniki stanowia gléwny rozdzial pracy, zostaly opisane na 80
stronagh, zawierajg 72 figury, 12 tabel i 7 schematéw, sa podzielone na
15 rozdziatéw, opisujgcych wyniki kolejnych doswiadczen. Taki podziat
z krotkim podsumowaniem na koncu kazdego rozdziatu ulatwia czytanie
i umozliwia rozeznanie w bardzo duzej ilosci wynikéw. Pokazuje
rOwnoczesnie bardzo eleganckie planowanie kolejnych do$wiadczen,
ktére pozwolily Autorce na sformulowanie 15 wnioskéw i wskazanie
kierunkéw dalszych badan.

1. Cytotoksycznos¢ otrzymanych komplekséw rutenu jest
znaczgco  wigksza niz  cytotoksycznosé zwigzku referencyjnego,

powszechnie uzywanej obecnie cisplatyny;

2. Toksyczno$¢ komplekséw Ru zwigzana jest $cile z poziomem

jego akumulacji w komorkach;

3. Na poziom akumulacji w komérkach znaczacy wplyw maja

fadunek i lipofilowo$¢ badanych zwigzk6w;

4. Najwicksza cytotoksyczno$cia —wséréd  przebadanych
komplekséw zaréwno dla komoérek nowotworowych, jak i komérek
srédblonka cechuje si¢ najbardziej lipofilowy zwigzek wérod

komplekséw dwuwarto$ciowych;

5. Po akumulacji, kompleksy rutenu zaburzajg cykl komérkowy,
hamujac rozwdj i podzial komérek, oraz powodujac ich $mieré na drodze

apoptozy;

6. Jednym z czynnikéw wywolujgcych apoptoze moze byé wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu, spowodowany akumulacjg badanych

komplekséw Ru w komorce;
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7. Obserwowana apoptoza nie zachodzi na drodze szlaku
mitochondrialnego, mimo ze badane kompleksy rutenu preferencyjnie

akumuluja si¢ w mitochondriach oraz w siateczce endoplazmatycznej;

8. Wyzszy poziom retencji komplekséw Ru w komérkach
nowotworowych raka piersi 4T1 niz w komérkach §rédbtonka MLUMEC
\ :
FVB moze sugerowaé nizszg ogoélng toksycznoéé komplekséw rutenu

oraz mniejsze efekty uboczne;

9. Poziom luminescencji komoérek po inkubacji z badanymi
kompleksami rutenu nie jest $cifle skorelowany z wydajnodcig

luminescencji wyznaczong dla komplekséw w roztworach wodnych;

10. Obserwowany sygnat luminescencyjny zalezy od poziomu
akumulacji komplekséw w komérkach oraz od wydajnosci kwantowej i
czasdw zycia lurhinescencji komplekséw po akumulacji. Badania w
uktadach modelowych z uzyciem ludzkiej albuminy pokazaly, ze w
wyniku tworzenia adduktow Ru-biatko zwigksza si¢ czas zycia oraz
wydajno$¢ kwantowa luminescencji. Ten efekt (poprzednio opisany
tylko w przypadku oddzialywania z DNA), dowodzi znaczgcego
wplywu biatek na luminescencje polipirydylowych komplekséw rutenu
zawierajacych ligandy dip. Co wiecej pokazano, ze oddzialywanie z
DNA nie powoduje znaczgcych zmian w luminescencji badanych
zwigzkdéw. Dodatkowo, badania in vitro nie wykazaly akumulacji

komplekséw Ru w jadrze komoérkowym;

11. Waznym etapem badan byla ocena potencjalnych wlasciwosci
przeciwprzerzutowych polipyrydylowych komplekséw rutenu. W pracy

pokazano, Ze:

- akumulacja komplekséw Ru powoduje zmiane wihasciwosci

adhezyjnych komorek nowotworowych i komérek §rddblonka;

- akumulacja komplekséw Ru hamuje ruchliwo$¢ komérek

srédbtonka (w tescie "rysy");
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12. Obserwowane zmiany wiasciwosci adhezyjnych oraz
angiogennych zostaly potwierdzone zmiana poziomu ekspresji mRNA
bialek bioracych udzial w procesach adhezji, angiogenezie oraz

ruchliwosci w komorkach nowotworowych oraz srédblonka.

Opisane efekty wskazuja na istotny potencjal aplikacyjny
. ;
badanych polipirydylowych komplekséw rutenu w terapii

przeciwprzerzutowe;j.

W rozprawie doktorskiej duza uwage poswiccono takze
polipirydylowemu kompleksowi rutenu zawierajacemu ligand
bipirydylowy z przylaczong grupa nitroimidazolows i stwierdzono,

ze:

13. Badany kompleks jest bardziej toksyczny w stosunku do
komérek w stanie niedotlenienia w poréwnaniu do komorek hodowanych

w warunkach normalnych;

14. Badany kompleks wykazuje wigksza akumulacje oraz wyzszy
poziom retencji w komorkach hodowanych w atmosferze obnizonego
stezenia tlenu, w pordwnaniu do komérek hodowanych w warunkach

normalnych.

15. Wilasciwosci biologiczne polaczone z wyzszg wydajnoscig
kwantowa oraz dluzszym czasem zycia luminescencji nitroimidazolowej
pochodnej kompleksu rutenu wskazuja na mozliwo$é zastosowania tego
zwigzku jako selektywnego znacznika do obrazowania obszaréw

niedotlenionych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez
Doktorantk¢ sg nowatorskie i zostaly opublikowane w fachowych
czasopismach, a mgr Olga Mazuryk jest pierwszym autorem pieciu
publikacji:

1. Mazuryk O., Kurpiewska K., Lewinski K., Stochel G., Brindell M. (2012):

Interaction of apo-transferrin with anticancer ruthenium complexes NAMI-A
and its reduced form. J. Inorg. Biochem 116:11-18.
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2. Mazuryk O., Niemiec E., Stochel G., Gillaizeau I., Brindell M. (2013):
Benzothiophen-pyrazine scaffold as a potential membrane targeting drug
carrier. J. Lumin.140:51-56.

3. Mazuryk O., Maciuszek M., Stochel G., Suzenet F., Brindell M, (2014): 2-
nitroimidazole-ruthenium polypyridyl complex as a new conjugate for cancer
treatment and visualization. J. Inorg. Biochem. 134:83-91,

4. Mazuryk O, Magiera K., Rys B., Suzenet F., Kieda C., Brindell M.
Y2014): Multifaceted interplay between lipophilicity, protein interaction and
luminescence parameters of non-intercalative ruthenium (II) polypyridyt
complexes controling cellular imaging and cytotoxic properties. J. Biol. Inorg.
Chem 19:1305-1316,

5. Mazuryk O., Suzenet F., Kieda C., Brindell M. (2015): The biological
effect of the nitroimidazole derivative of a polypyridyl ruthenium complex
on cancer and endothelial cells. Metallomics 7:553-566.

Oceniana rozprawa spelnia warunki stawiane rozprawom

doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i

tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z

dnia 14 marca 2003r, z p6Zniejszymi zmianami. Wnosze zatem do
Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego
w Krakowie o dopuszczenie mgr Olgi Mazuryk do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Biorge pod uwage poziom naukowy ocenianej rozprawy, liczbe
publikacji  doktorantki, w tym 3 bedace wynikiem realizacji
ocenianej pracy doktorskiej (IF;015=10,416; IF»014=9,567)

wnioskuje o wyrdznienie pracy stosowng nagrodg.

Aas sk,

'Prof dr habf Krystyna Urbadiska
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