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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Janiszek

pt: ,Elektrochemiczne badania oddziatywan plazmidowego DNA z substancjami o
wtasciwosciach przeciwnowotworowych, przeciwgrzybicznych, przeciwbakteryjnych i
przeciwutleniajgcych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Dominiki Janiszek pt.
,Elektrochemiczne badania oddziatywan plazmidowego DNA z substancjami o
wtasciwoS$ciach przeciwnowotworowych, przeciwgrzybicznych, przeciwbakteryjnych i
przeciwutleniajgcych” wykonana zostata na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, funkcje promotora petni prof. dr hab. Pawet Kulesza, promotorem
pomocniczym jest dr Hanna Majewska - Elzanowska.

DNA jest celem farmakologicznym wielu lekow, ktére sg obecnie stosowane lub
pozostajg w fazie badan klinicznych. Tworzenie przez nie komplekséw z DNA
umozliwia wptywanie na funkcjonowanie komorek poprzez modulowanie ekspresji
gendw lub zakitdcanie replikacji. Opracowano wiele strategii w celu wykorzystania
znanej struktury DNA do specyficznego wigzania leku. Jednym z podejs¢ jest uzycie
matych czagsteczek, ktére sg w stanie rozpoznac¢ konkretne, unikalne dla DNA
obszary i zwigzac sie z nimi. Projektowanie nowych lekow jest ztozonym zadaniem,
wymagajgcym wieloetapowych i kosztownych badan. Nie ma jednej techniki
eksperymentalnej, ktora pozwalataby w petni okresli¢ sposéb oddziatywania danego
zwigzku z kwasami nukleinami, dlatego opracowano wiele podej$¢ w celu
wyjasnienia interakcji miedzy lekami a DNA. Skuteczne projektowanie lekéw wymaga
wystarczajgco jasnego i szczegétowego obrazu interakcji miedzy lekiem a DNA, ktéry
mozna otrzymac¢ jedynie poprzez potagczenie informacji z rdéznych Zrodet.
Przedtozona mi do recenzji praca doktorska jest doskonatym przyktadem szeroko
zakrojonych badan majgcych na celu okreslenie, dzieki zastosowaniu
komplementarnych technik badawczych, sposobu oddziatywania plazmidowego DNA
z szeregiem nowych zwigzkdéw, przez co znakomicie wpisuje sie w aktualne trendy
badawcze.



W dalszej czesci recenzji przedstawie mojg opinie dotyczgcg zaréwno strony
redakcyjnej, jak i wartosci merytorycznej pracy doktorskiej mgr Dominiki Janiszek.

Ocena uktadu, jezyka oraz opracowania redakcyjnego rozprawy

Praca doktorska ma uktad klasyczny, rozpoczyna sie bowiem wstepem
literaturowym, opisujgcym budowe i formy kwasu dezoksyrybonukleinowego, ze
szczegodlnym uwzglednieniem superhelikalnosci DNA i plazmidow. W dalszej
kolejnosci nastepuje przedstawienie podstaw elektrochemii kwaséw nukleinowych, a
nastepnie znajdujemy obszerny fragment pracy dotyczgcy oddziatywan DNA z
ligandami. W szczegdlnosci uwzgledniono w przegladzie zwigzki mogace dziatac jak
leki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Po krétkim rozdziale
dotyczacym kondensacji DNA, ostatni fragment czesci literaturowej opisuje podstawy
technik analitycznych stosowanych w pracy.

W dalszej kolejnosci nastepuje czesC eksperymentalna, rozpoczynajgca sie
przedstawieniem celu pracy oraz opis aparatury, odczynnikbw oraz stosowanych
procedur. Rozdzialy 13 - 25 stanowig zasadniczg czes¢ pracy, opisujac
poszczegoblne projekty badawcze realizowane przez Doktorantke. Prace zamyka:
podsumowanie wynikéw i wnioski oraz bardzo obszerny (zawierajgcy 308 pozyciji)
spis cytowanej literatury.

Informacje zawarte w czesci literaturowej pracy w bardzo dobry sposob
wprowadzajg czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Doktorantka przedstawita
jedynie zagadnienia istotne dla rozprawy, co pozwolito zachowa¢ prawidtowe
proporcje catej pracy. Praca napisana jest poprawnym jezykiem a liczba literéwek,
skrotow myslowych oraz bteddw jezykowych jest bardzo niewielka.

Ocena merytoryczna rozprawy

Pierwszym projektem opisanym w recenzowanej rozprawie byto przygotowanie
warstw plazmidowego DNA na elektrodach z wegla szklistego poprzez powolng
adsorpcje z rozcienczonych roztworéow. Stosowano zaréwno plazmidy liniowe, jak i
superhelikalne. Przygotowane  warstwy  receptorowe  scharakteryzowano
szczegotowo zarowno z wykorzystaniem technik elektrochemicznych, jak i poprzez
obrazowanie AFM. Zbadano takze wptyw alkoholu etylowego na warstwy DNA, co
ma znaczenie z uwagi na rozpuszczalnos¢ badanych w dalszych etapach zwigzkéw.
Rozdziat ten jest o tyle wazny, Zze warstwy receptorowe DNA, ktorych
przygotowywanie opracowano, byty stosowane w dalszych projektach realizowanych
przez Doktorantke.

Kolejnym, zdecydowanie najobszerniejszym projektem zrealizowanym przez
Doktorantke, byty badania oddziatywan DNA ze zwigzkami o potencjalnych
wiasciwosciach przeciwnowotworowych. W doswiadczeniach wykorzystano IPBD i
jego trzy pochodne, ktére Doktorantka uzyskata dzieki wspotpracy z Instytutem
Przemystu Organicznego. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono szczegoétowe
badania elektrochemiczne, dzieki ktérym stwierdzono, ze wszystkie badane zwigzki
sg elektroaktywne i wszystkie ulegajg akumulacji na elektrodzie z wegla szklistego.
Eksperymenty wykazaty takze oddziatywanie zwigzkéw z plazmidowym DNA,
zaobserwowano przy tym wyrazne réznice miedzy stosowanymi pochodnymi, jak
rowniez miedzy liniowym a superhelikalnym DNA. W dalszych badaniach
wykorzystano techniki spektroskopowe: spektrofotometrie UV-Vis i pomiar
dichroizmu kotowego do uzyskania dodatkowych danych dotyczgcych oddziatywan



miedzy plazmidowym DNA a testowanymi zwigzkami. Obliczono state trwatosci
powstajgcych komplekséw i podjeto prébe ich korelacji z wynikami pomiaru
dichroizmu kotowego.

Doktorantka podjeta wspotprace z Wydziatem Farmacji Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w celu zbadania cytotoksycznosci IPBD i jego
pochodnych. Przeprowadzono testy MTT i LDH dla komorek nowotworu ptuc A549.
Stwierdzono, ze wszystkie badane zwigzki wykazujg cytotoksyczno$¢, jednak nie
znaleziono bezposredniej zaleznosci miedzy statymi trwatosci ich kompleksow z
plazmidowym DNA wyznaczonymi spektrofotometrycznie a dziataniem na komorki
nowotworowe. Znaleziono natomiast pewne korelacje toksycznosci zwigzkow z
wynikami badan elektrochemicznych.

Aby rzuci¢ wiecej Swiatta na oddziatywanie lekow z plazmidowym DNA,
Doktorantka przeprowadzita badania analogiczne do tych wykonanych juz dla
pochodnych IPBD, tym razem dla pentamidyny - zwigzku, dla ktérego istniejg dane
literaturowe na temat oddziatywan z DNA. Stwierdzono, ze akumulacja tego leku na
elektrodzie GC zalezy w pewnym stopniu od helikalnosci plazmidu. Zaobserwowano
takze sygnat elektrochemiczny pochodzgcy od 8-oksyguaniny, co moze swiadczy¢ o
rozktadzie DNA pod wptywem pentamidyny. Dzieki pomiarom spektroskopowym
stwierdzono takze powstawanie formy Z-DNA. Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentéw, Doktorantka stwierdzita podobienstwa w sposobie oddziatywania
pentamidyny i pochodnych IPBD z plazmidowym DNA. Dlatego tez przeprowadzono
ponownie serie badan elektrochemicznych, spektroskopowych i biologicznych, tym
razem analizujgc tgczne dziatanie obydwu zwigzkédw na plazmidowe DNA.
Zaobserwowano istotne zmiany struktury DNA pod tgcznym wptywem obydwu
zwigzkow. Doktorantka postuluje zbieznos¢ tych danych z przeprowadzonymi
badaniami biologicznymi na liniach komorkowych.

Kolejny projekt dotyczyt elektrochemicznych badan oddziatywania dwu zwigzkow
przeciwbakteryjnych z grupy tiazynondéw z plazmidowym DNA. Obydwie pochodne
charakteryzowaty sie do$¢ podobnymi wiasnosciami elektrochemicznymi oraz
zblizonym sposobem oddziatywania z liniowym i superhelikalnym DNA. Badania
poszerzono o dwa zwigzki z tej samej grupy, charakteryzujgce sie wtasciwosciami
przeciwgrzybiczymi. Zaobserwowano dobrze wyksztatcone piki utlenienia na
elektrodzie GC, w przeciwienstwie do zwigzkdéw przeciwbakteryjnych. Badane
substancje wykazywaty nieznacznie silniejsze oddziatywanie z superhelikalng formg
DNA, w poréwnaniu do formy liniowe;j.

W dalszych badaniach skupiono sie na oddziatywaniach miedzy plazmidowym
DNA a przeciwutleniaczami: rutyng i kwasem askorbinowym. W przeciwienstwie do
innych badanych dotychczas substancji, zwigzki te nie wykazywaty tendencji do
akumulacji na elektrodzie GC, a jedynie rutyna akumulowata na elektrodzie
modyfikowanej DNA. Kwas askorbinowy wykazywat takg tendencje w bardzo
niewielkim stopniu tylko przy wysokich stezeniach.

Ostatnig czescig prac opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byly badania
dotyczace ekstraktow z rosliny Uncaria tomentosa. Pngcze to, o polskiej nazwie
czepota puszysta, a chyba najszerzej znane w naszym kraju pod nazwg vilcacora,
ma czesto przypisywane "cudowne" wiasciwosci lecznicze, choC praktycznie nie
udowodnione w badaniach klinicznych. Co ciekawe, przeprowadzone przez
Doktorantke badania elektrochemiczne i spektroskopowe potwierdzity oddziatywanie
skfadnika lub sktadnikow ekstraktu z plazmidowym DNA. Na podstawie wynikow
pomiaru dichroizmu kotowego wykazano, ze sktadniki ekstraktu powodujg przejscie
formy B-DNA w Z-DNA.



Podsumowuijgc, nalezy stwierdzi¢, ze recenzowana rozprawa doktorska ma
bardzo duzy aspekt nowosci naukowej. Doktorantka przeprowadzita
usystematyzowane i szczegotowe badania oddziatywan z DNA zwigzkéw moggcych
w przysziosci by¢ lekami. Analizy zostaty przeprowadzone wieloma uzupetniajgcymi
sie technikami, co pozwala na wycigganie wnioskow niemozliwych do osiggniecia
tylko przy zastosowaniu np. woltamperometrii.

Jakos¢ wykonanych przez mgr Dominike Janiszek badan oraz sposob ich opisu
oceniam bardzo wysoko. Jednakze, na recenzencie cigzy takze obowigzek
wytkniecia Autorce niedociggniec pracy. Dlatego tez ponizej wymieniam swoje uwagi
do niniejszej rozprawy proszgc, aby Doktorantka w czasie obrony ustosunkowata sie
do nastepujacych kwestii:

e str. 90: Opis przygotowania wodnego ekstraktu Uncaria tomentosa jest dalece
niewystarczajgcy. Brak jest informacji o czesci rosliny, masie materiatu
roslinnego i ilosci wody, czasie i temperaturze prowadzenia ekstrakcji. Opis
sposobu prowadzenia doswiadczen powinien umozliwi¢ ich powtorzenie, tu jest
to niemozliwe.

e str. 100: na Rys. 48 i na innych rysunkach pokazujgcych wyniki badan
elektrochemicznych umieszczono odchylenia standardowe, brak jest jednak
informacji o liczbie elektrod, dla jakich prowadzono pomiary. Nie znalaztem takze
danych o liczbie powtérzen w przypadku badan biologicznych.

o str. 114: zbadano wptyw alkoholu etylowego na akumulacje plazmidowego DNA
na elektrodzie, natomiast dla rowniez stosowanego w pracy jako rozpuszczalnik
DMSO przeprowadzono tylko rozwazania na podstawie literatury. Niewatpliwie
istniejg takze dane literaturowe dotyczgce wptywu alkoholu etylowego na DNA,
czemu wiec w tym przypadku zdecydowano sie na eksperymenty?

e str. 167: pojawienie sie pasma absorpcji przy ok. 280 nm, postulowane dla widm
DNA widocznych na Rys. 88, jest bardzo stabo widoczne, zresztg juz widmo
samego DNA (bez dodatku badanych zwigzkow) jest nieznacznie asymetryczne.
Prositbym o komentarz, czy petniejsza analiza tych widm bytaby mozliwa np. z
zastosowanie spektrofotometrii pochodne.

e str. 167: Zatozenie stechiometrii 1:1 dla kompleksow badanych zwigzkow z
plazmidem o dtugosci 2686 bp jest chyba ryzykowne. Czy istniejg jakie$s dane
uprawdopodobniajgce takie zatozenie?

e str. 175 "..mozna stwierdzi¢, ze IPBD jest aktywny wobec komodrek
nowotworowych juz od niskich stezeh zwigzku (12,5 pg/ml)" - na podstawie
danych przedstawionych na Rys. 92A, z uwzglednieniem tzw. stupkow btedow,
mozna stwierdzi¢ aktywno$¢ dopiero od stezenia 50 pg/ml.

o str. 177: "Z przeprowadzonych testéw MTT i LDH wynika, ze wszystkie z
przebadanych zwigzkow majg wiasciwosci przeciwnowotworowe..." - jest to
stwierdzenie nazbyt entuzjastyczne. Doktorantka udowodnita niewagtpliwie
wiasciwosci cytotoksyczne badanych zwigzkéw, natomiast aby udowodnié
wilasciwosci  przeciwnowotworowe, nalezatoby przeprowadzi¢  badania
porownawcze na liniach komérek normalnych i nowotworowych. Dopiero
wyraznie wieksza toksycznos¢ wobec komorek nowotworowych, w poréwnaniu
do komoédrek normalnych, databy podstawy do wniosku, jaki przedstawita
Doktorantka.

o str. 222: "Jednakze potgczenie obydwu substancji zwiekszyto cytotoksycznosé
wobec komérek nowotworowych poprzez zmniejszenie ich zywotnosci (MTT) i

4



zwiekszenie sSmiertelnosci (LDH)" - analizujgc wyniki przedstawione na Rys. 125-
128 i biorgc pod uwage powtarzalnos¢ wynikdéw, powyzsze stwierdzenie nie
znajduje uzasadnienia.

Ponizej wymieniam drobniejsze uwagi do rozprawy, do ktérych Doktorantka nie musi
odnosic sie podczas obrony:

e str. 40: "Powyzej 0,4 V dochodzi do rozpuszczenia rteci..." - rteC sie raczej
roztwarza.

e str. 61: "Dziatanie zwigzkow przeciwgrzybiczych polega na niszczeniu elementow
sktadowych komorek bakteryjnych..." - to chyba btad zwigzany z uzyciem funkgc;ji
copy-paste.

o str. 72: "Giébwng zaletg SWV jest znaczne zredukowanie prgdow
pojemnosciowych, co wynika z obliczania réznicy pomiedzy pradami I i I,..." -
zmniejszenie pragdu pojemnosciowego wynika gtownie z pomiaru prgdu przy
koncu pulsow potencjatu, sumowanie pradow I i |, zwieksza sygnat analityczny.

e str. 75! "..ang. Alternative Current Voltammetry, ACV..." - powinno by¢
Alternating Current Voltammetry.

e str. 78: Przy opisie spektroskopii UV-Vis: "... poniewaz kazda substancja
absorbuje promieniowanie o okreslonej czestotliwosci" - istnieje wiele substanciji,
ktore nie absorbujg promieniowania w zakresie UV-Vis.

e str. 87: "Wodorotlenek potasu, CZDA, NaOH..." - Smiem sie nie zgodzi¢.

e str. 90: tre$¢ tabeli zawierajgcej parametry stosowanych technik
elektroanalitycznych nie jest przettumaczona na jezyk polski.

o str. 98: "...zwigzek w mikro lub submikro ilosciach" - okreslenie to jest bardzo
niezreczne i nie do konca jasne.

Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr Dominike Janiszek w ramach
recenzowanej rozprawy zostaty opublikowane dotychczas w jednym artykule z listy
JCR, przy czym nalezy zwrdci¢ uwage na wysokg range czasopisma (Electrochimica
Acta). Kolejne dwie publikacje sg zgodnie z deklaracjg Doktorantki w przygotowaniu.
Dodatkowo w dorobku mgr Dominiki Janiszek znajdujemy jedng publikacje w jezyku
polskim, kolejng w materiatach pokonferencyjnych, dziesie¢ prezentacji posterowych
oraz trzy komunikaty ustne. Sumarycznie nalezy oceni¢ dorobek Doktorantki jako
dos¢ skromny, natomiast niewagtpliwie duzym plusem jest kierowanie przez nig
grantem NCN Preludium oraz trzema grantami wewnetrznymi WCh UW. Na uwage
zastuguje takze prowadzenie przez Doktorantke wspétpracy z Instytutem Przemystu
Organicznego, Wydziatem Farmacji Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz
Wydziatem Biologii UW.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Dominiki
Janiszek spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach
naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki z dn. 14 marca 2003 roku (wraz z
podzniejszymi poprawkami) podanymi w Ustawie "Prawo o szkolnictwie wyzszym” i
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie Doktorantki do publicznej dyskusji nad rozprawag.

Z powazaniem,



