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Wstep

Z punktu widzenia farmakologii, kluczowym elementem pozwalajgcym
na poznanie mechanizmu dziatania lekdw przeciwnowotworowych jest ocena
charakteru ich oddziatywan z DNA. Poszukiwanie takich substanciji wigze sie
zazwyczaj z ogromngq iloscig kosztownych badan. Nic wiec dziwnego, ze
opracowanie nowych metod badawczych, ktére w ekonomiczny sposdb
zweryfikujg wiasciwosci substancii biologicznie aktywnych, znajduje sie w
centrum zainteresowania szeregu osrodkdw naukowo-badawczych.

Przedtozona do recenzji praca doktorska majgca na  celu
zweryfikowanie przydatnosci zaproponowanych, komplementarnych technik
badawczych do okreslenia sposobu oddziatywania plazmidowego DNA z
szeregiem nowych zwiqzkdéw, doskonale wpisuje sie w aktualne trendy

badawcze.



Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa zostata przedtozona w fradycyjnej formie monografii i
obejmuje 300 stron, 162 rysunki i zdjecia, 2 tabele oraz 308 pozycii
literaturowych. Pierwszg czesé dysertacji Pani mgr Dominika Janiszek stanowi
wprowadzenie literaturowe, w ktérym Doktorantka zawarta wnikliwy opis
budowy oraz funkcjonowania wszystkich form kwasu
dezoksyrybonukieinowego.

Nastepnie Doktorantka wprowadzita informacje dotyczgce specyfiki
badan elekircchemicznych DNA, kencentrujgc sie przede wszystkim na tych,
ktére zwigzane sqg z wykorzystaniem elektrody rteciowe;.

W dalsze] czesdci znajduje sie opis oddziatywania DNA z ligandami, a w
szczegdinodci z pentamidyna, a takze ze zwigzkami przeciwnowotworowymi,
przeciwoccakieryjnymi, przeciwgrzybiczymi  oraz przeciwutleniaczami. Na
zakohczenie czesci literaturowe], Dokicrantka przedstawita detekcje
oddziatywcih DNA z ligandami oraz kondensacje DNA, ze szczegdlnym
naciskiern na mefody pomiarowe zastosowane w omawianej pracy

doktorskig).

CzeS¢  eksperymentalna  dysertacji poprzedzona zostata wyraznie
sformutowanym celem pracy wraz z okresleniem warunkdw pomiarowych.
Doktoranika opisata aparature wykorzysiang w czasie redlizacji pracy
dokiorskiej. Penadio przestawita réwniez specyficzne i nowatorskie zwigzki
zsyniezowane przez nalezgcy do Sieci Badawcze] tukasiewicza - Instytut
Przemysiu Crganicznego. Nalezg do nich zwigzki: przeciwnowotworowe IPBD
oraz jego trzy pochodne, przeciwgrzyoicze DBT i DIT, a takze przeciwbakteryjne
TDTT | DMPT. Nastepnie Doktorantka zamiescita metodologie przygotowania
powierzchni elekirody badanegj z wegla szklistego. W kolejnym rozdziale Pani
Janiszek przeasiawita procedure nanoszenia plazmidowego DNA w wyniku
powolnej adscrpc z silnie rozcienczonych roziwordow (pg/ml), a nastepnie
wyriki oacah  elekircchemicznych i mikroskopowych zmodyfikowanych

elexired.



W  kolejnym rozdziale  Autorka  zamiescita  wyniki  badan
elektrochemicznych czterech potencjalnych Zwigzkow
przeciwnowotworowych z grupy IPBD. Udowodnita, ze IPBD oraz trzy pochodne
sq elektroaktywne, a zmiana jednego z podstawnikdw wptywa na potencjat
reakcji redoks oraz ich kondensacje w warstwie DNA. Badania za pomocg
spekiroskopii UV-VIS rowniez potwierdzity powstawanie komplekséw pomiedzy
DNA a IPBD i jego pochodnymi. Z kolei badania cytotoksycznosci
przeprowadzone na Wydziale Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego dla IPBD i jego pochodnych na nowotworowych liniach
komdrkowych wykazaty, ze wszystkie zwigzki wykazujg wiasciwosci
przeciwnowotworowe. Jednakze znalezienie bezposredniej zaleznosci miedzy
statymi trwatosci ich kompleksow z plazmidowym DNA okazato sie byc
zadaniem trudnym. Kolejny rozdziat dysertacji doktorskiej dotyczy
pentamidyny. Doktorantka wybrata ten zwigzek, poniewaz znany jest sposdb
jego oddziatywania z DNA. Badania jakie przeprowadzita Autorka byty
analogiczne do tych wykonywanych dla IPBD i pochodnych. Przeprowadzone
badania elektrochemiczne potwierdzity akumulowanie pentamidyny w
warstwie plazmidowego DNA. Ponadto zaobserwowano zmiany struktury DNA,
0 czym Swiadczy pojawienie sie dodatkowego piku, poza obszarem utleniania
zasad nukleinowych w plazmidach, charakterystycznego dla utleniania 8 -
oksyguaniny. W przypadku duzych stezen pentamidyny, na widmie UV-Vis
pojawia sie dodatkowy sygnat, ktory zwigzany jest z tworzeniem formy Z-DNA,
co potwierdzity pomiary dichroizmu kotowego. Na podstawie badan
spektroskopowych Doktoranta wykazata, ze IPBD i jego pochodne oddziatujg
w podobny sposéb z DNA jak pentamidyna. W nastepnym etapie
przeprowadzono serie badan, gdzie wykorzystano wspdtdziatanie chlorowej
pochodnej IPBD i pentamidyny na plazmidowe DNA. Akumulacja
pentamidyny w warstwie plazmidu z umiejscowionym CI-IPBD powoduje
zmiany struktury heliksu DNA, przy potencjatach niezaleznych od procesow
redoks CI-IPBD. Sugeruje to wzmocnienie efekiu przeciwnowotworowego

zwigzku CI-IPBD w obecnosci pentamidyny. Efekt ten potwierdzajg badania



biologiczne na liniach komdérkowych. Dodatkowo jednoczesne dziatanie Cl-
IPBD i pentamidyny na plazmidowe DNA utatwia jego transformacje w Z-DNA.

W  kolejnej czesci pracy Pani mgr Dominika Janiszek badata
oddziatywanie dwoch zwigzkdow przeciwbakteryjnych z grupy tiozynondw z
plazmidowym DNA. Obydwie pochodne charakteryzowaty sie zblizonymi
witasnosciami elektrochemicznymi. W dalszej czesci badan Doktorantka
wykorzystata kolejne dwa zwigzki z grupy tiazynondw, ale o wiasciwosciach
przeciwgrzybiczych. W odréznieniu od zwiqzkdw przeciwbakteryjnych, zwigzki
przeciwgrzybicze charakteryzowaty sie dobrze wyksztatconymi  pikami
utleniania w badaniach woltamperometrycznych, co swiadczy o szybszych
procesach redoks zachodzgcych w tych zwigzkach.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przebadata oddziatywanie dwdch
przeciwutleniaczy (rutyny i kwasu askorbinowego) z plazmidowym DNA.
Zaréwno rutyna, jak i witamina C ulegajg utlenieniu na elektrodzie z wegla
szklistego, jak i w warstwach plazmidéw. W odrdznieniv od zwigzkdw
przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych i przeciwnowotworowych,
przeciwutleniacze nie wykazywaty tendencji do akumulaciji na elektrodzie, a
jedynie rutyna akumulowata sie na elektrodzie modyfikowanej DNA.

Ostatnim rozdziatem dysertacji doktorskiej byty badania witasciwosci
ekstraktu z winorodli Uncaria tomentosa powszechnie znanej pod nazwq ,koci
pazur'. Badania przeprowadzone przez Doktorantke  potwierdzity
oddziatywanie sktadnikow ekstraktu z plazmidowym DNA. Na podstawie
wynikbw pomiaru dichroizmu kotowego wykazano, ze sktadniki ekstraktu
Uncaria tomentosa powodujqg inwersje sygnatu, co Swiadczy o zmianie struktury
DNA z prawoskretne] na lewoskretnq, a zatem prawdopodobnie fransformacije
formy B-DNA w Z-DNA.

Podsumowujagc stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska
posiada duzo elementdw nowosci naukowej. Pani mgr Dominika Janiszek
przeprowadzita badania oddziatywan potencjalnych lekéw z DNA. Badania
zostaty przeprowadzone metodami elektrochemicznymi i spektroskopowymi,

co umotzliwito Doktorantce bardziej wnikliwg analize i wyciggniecie wnioskow.



Uwagi do pracy

Rozprawa doktorska zostata napisana poprawnie stylistycznym jezykiem.
Whnikliwa lektura nasuneta Recenzentowi pewne uwagi i sugestie, ktére

przedstawiono ponizej.

o Str. 40: "Powyzej 0,4 V dochodzi do rozpuszczenia rteci [57], co
uniemozliwia badanie utleniania zasad azotowych w DNA" — bardziej
poprawnym jest termin ,,roztwarzanie rteci”.

e Str. 75: ,(ang. Alternative Current Voltammetry, ACV)" - raczej
Alternating Current Voltammetry.

o JSir.861dalsze: Doktorantka opisuje, ze w badaniach elektrochemicznych
trojelektrodowych jedng z elektrod jest elekiroda pracujgca. Jest to
kalka jezykowa. Zdaniem Recenzenta zdecydowanie poprawniej brzmi
wyrazenie: "elekiroda badana”.

o Sir. 87: "Wodorotlenek potasu, CZDA, NaOH, POCh, Gliwice" - raczej
»KOH".

o Sir. 87: Autorka podaje, ze synteze zwigzkdw przeciwnowotworowych,
przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych wykonano w Instytucie Chemii
Przemystowej. Z danych literaturowych wynika, ze dr Karpinska jest
adiunktem w Instytucie Przemystu Organicznego nalezgcym do Sieci
Badawczej tukasiewicza.

o Sir. 90: ,Tabela 1 Parametry elekirochemicznych technik pomiarowych
stosowanych w badaniach” zostata podana w jezyku angielskim i jest to
raczej tabela nr 2 w dysertaciji.

o Sir. 116-117: ,Charakterystyczna budowa potencjalnych zwigzkdw
przeciwnowotworowych, pochodnych IPBD, moze sugerowac sposdb
ich oddziatywania z DNA. Skondensowane pierscienie mogq
ewentualnie interkalowac¢ pomiedzy pary zasad nukleinowych, a grupa
fenylowa oddziatywac z  zewnetfrznym szkieletem kwassu
dezoksyrybonukleinowego, na przyktad w matym, bqdz duzym rowku.
Jednak biorgc pod uwage tylko budowe zwigzkdw, trudno jest okresli¢
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sposdb oddziatywan z czgsteczkg DNA, a jeszcze trudniej przewidzie¢
dziatanie zwigzkow jako lekow.” — czy tego typu oddziatywania mozna
przewidywa¢ za pomocg modelowania molekularnego? Brakuje
bardziej konkretnego uzasadnienia wyboru analizowanych zwigzkow
uwzglednigjgcego spodziewane oddziatywania. W tym migjscu
prositbym Doktorantke o komentarz.

Str. 173: Prositbym o uzasadnienie wyboru konkretnej linii komorkowej —
nowotworu ptuc. Nie jestem specjalistq z zakresu nauk biologicznych,
dlatego zainteresowaty mnie kryteria wyboru. Czy jest to typowa linia
komorkowa czy dosc specyficznae Czy zaproponowane zwigzki sg w
jakis sposdb zaprojektowane pod ten konkretny nowotwér czy majg
charakter ogdlny? Prosze o rozwiniecie tej kwestii.

Str. 173: Czy opisywana aktywnosc przeciwnowotworowa jest faktycznie
aktywnosciq przeciwnowotworowq, czy tak naprawde aktywnosciq
wobec kazdej linii komodrkowej. By¢c moze warto przebada¢ dla
poréwnania zdrowq linie komorkowg?e

Str. 173: Jaki zwigzek zastosowano jako zwigzek odniesienia podczas
badan cytotoksycznoscie Rys. 92. Kontrola to komorki bez dodatku
analizowanych zwigzkéw, natomiast nie ma zwigzku odniesienia, w
zwigzku z czym trudno w omowieniu wynikow odnosic sie do aktywnosci
cisplatyny wobec innych komérek - ,,...Poréwnujgc ten wynik z danymi
dla cisplatyny oddziatujgcej z komorkami HepG2 (IC50 wynosi 3,4 ug/ml)
[286]" HepG2 to komorki raka wagtroby, co czyni tego rodzaju
porownania odrobine spekulacyjnymi.

Str. 198: Jakie przestanki sktonity Doktorantke do podjecia badan
aktywnosci przeciwnowotworowej pentamidyny na dwdch wybranych
liniach komaorkowyche Tak naprawde wyniki badan przedstawione na
Rys. 110 sg bardzo zblizone, dlatego pojawia sie pytanie o celowose
wyboru dwaoch linii, skoro badania opisane na str. 173 wykonywano na
jednej linii.

Str. 199: ,,Z badania wynika, ze Smiertelnos¢ komorek nowotworowych
wzrasta wraz ze zwiekszajgcym sie stezeniem leku.” — to jest raczej
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oczywiste w przypadku zwigzkéw aktywnych, a do takich nalezy
pentamidyna. Celowym wydaije sie dyskusja w odniesieniu do dostepnej
literatury, ktéra wzbogacitaby prace.

e Str. 220: ,Z powyzszego testu wynika, ze CI-IPBD i pentamidyna dziatajg
najefektywniej, gdy sg ze sobg pomieszane. Mieszanina obydwu
zwigzkdéw znaczgco zwiekszyta $miertelnosé obu linii komaorkowych na
poziomie okoto 80%." — warto zauwazy¢, ze praktycznie zawsze opisuje
sie dziatanie przeciwnowotworowe pentamidyny w potgczeniu z innymi
substancjami aktywnymi.

e Iwiqzki przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze - celowym wydaje sie
przeprowadzenie analogicznych badah pokazujgcych ich aktywnose
wzgledem wybranych bakterii i grzybdw, wraz z wyznaczeniem ECS0 -
analogu IC50. Brak tych badan jest niekonsekwencjg w stosunku do

badan przeciwnowotworowych.

Ocena i wniosek kohcowy

Powyzsze uwagi majg charakter dyskusyjny. Nalezy podkreslic
praktyczne znaczenie uzyskanych wynikéw. Biorgc pod uwage wysokg
warto$¢ naukowq, prace oceniam pozytywnie. Ponadto, cze$¢ otrzymanych
wynikow zostata opublikowana w czasopismie o wysokim wspotczynniku
oddziatywania (Electrochimica Acta), a 2 kolejne prace sg w przygotowaniu.
Na szczegdlne uznanie zastuguje kierowanie przez Panig mgr Dominike
Janiszek projektem PRELUDIUM finansowanym ze Srodkédw Narodowego
Centrum Nauki. Nalezy zaznaczy¢, ze Doktorantka brata czynny udziat w
konferencjach krajowych oraz miedzynarodowych. W dorobku ma 3
wystgpienia ustne i 10 prezentacji plakatowych. Dodatkowo w ramach
prowadzenia badan zwigzanych z przygotowywaniem dysertacji Doktorantka
wspotpracowata z Wydziatem Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, Wydziatem Biologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz Siecig
Badawczqg tukasiewicz - Instytutem Przemystu Organicznego. Dlatego z
petnym przekonaniem stwierdzam, ze Pani mgr Dominika Janiszek jest
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przygotowana do dalszej pracy naukowej a recenzowana rozprawa w petni
spetnia kryteria ustawowe i powinna by¢ procedowana w dalszych etapach
postepowania przewodu doktorskiego i uzyskania stopnia naukowego doktora
(Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ze zmianami). Zwracam sie z uprzejmq
prosbg do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Warszawskiego z wnioskiem o przyjecie pracy i dopuszczenie Pani mgr Dominiki
Janiszek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysokag wartos¢ naukowq ocenianej

pracy i catkowity dorobek Doktorantki, stawiam wniosek o jej wyrdznienie.
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