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Recenzja rozprawy habilitacyjnej pt.
»Oddzialywanie zwigzkow o szkielecie karbazolu, antracenu i papaweryny
z G-kwadrupleksami DNA”
oraz dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego
dr Agaty Gluszynskiej

Dr Agata Gluszynska ukonczyla studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu uzyskujgc w 1994 stopien magistra. Prace magisterska zatytulowang
» Reakcja Mitsunobu w ukiadach arftalimidoalkoholi” wykonata pod opieka prof. dr hab.
Marii D. Rozwadowskiej. W 2001 roku dr Gtluszynska obronita na Wydziale Chemii UAM
prace doktorska pt. |, Enancjoselektywna synteza alkaloidéw izochinolinowych metodg
Pomeranza-Fritscha w modyfikacji Bobbitta”, ktérg réwniez wykonata pod kierunkiem prof.
Rozwadowskiej. W latach 1999-2002 dr Gluszynska byta zatrudniona na Wydziale Chemii na
etacie inzynieryjno-technicznym, nastgpnie w latach 2003-2004 odbywata podoktorski staz
naukowy w Zakladzie Spektrochemii Organicznej i od roku 2005 do chwili obecnej pracuje
na etacie adiunkta w Pracowni Chemii Bioanalityczne;j kierowanej przez prof. dr. hab.

Bernarda Juskowiaka.
Ocena osiggniecia naukowego

Na osiggnigcie habilitacyjne dr Agaty Gluszynskiej sklada si¢ cykl o$miu publikacji,
oznaczonych jako H1-HS, zaprezentowanych w Autoreferacie pod tytutem ,,Odzialywanie
zwiazkow o szkielecie karbazolu, antracenu i papaweryny z G-kwadrupleksami DNA”.
Publikacje te ukazaty si¢ w latach 2006-2019 w nastepujgcych czasopismach z listy Journal
Citation Reports (JCR): Polish Journal of Chemistry (IF = 0,49), Tetrahedron Letters (IF =
2.62), Chemical Papers (IF = 1,19), European Journal of Medicinal Chemistry (IF = 3,90),
International Journal of Biological Macromolecules (IF = 3,91), Molecules (3 publikacje, IF



= 3,10). Sumaryczna wartos¢ wskaznika cytowan IF dla publikacji H1-H8 wchodzgcych w
sktad rozprawy habilitacyjnej wynosi 21,41, czyli $rednio 2,68 na publikacje. Sredni udziat
procentowy Habilitantki w pracach cyklu H1-HS, jest wysoki i wynosi 76%.

W publikacji H1 (Polish J. Chem. 2006) przedstawiono wyniki badad nad
oddziatywaniem jonowego produktu utleniania papaweryny (pochodna indolo-
izochinolinowa, oznaczona w publikacji jako zwiazek 2) z dwuniciowym DNA (calf thymus)
i 21-merowym oligodeoksyrybonukleotydem o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA,
ktéry tworzy G-kwadrupleksy. Jednak okazato sie, ze zwiazek 2 oddziatuje mniej selektywnie
z G-kwadrupleksami DNA niz wcze$niej badany inny jonowy produkt utleniania papaweryny
(pochodna diazadibenzofluorenylowa, zwigzek 1). W tej publikacji zaprezentowano tez
wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw 11 2 w stosunku do pieciu linii ludzkich
komoérek nowotworowych (EPG-85, Hep-2, A-594, BM i MCF-7). Wartosci parametru ICsy,
zwlaszcza dla zwigzku 2, osiggaja niskie wartosci (dla linii BM wyznaczono ICso = 1 uM, a
dla linii Hep-2 wyznaczono ICso = 2 uM). Jednak nie podano wynikéw badan aktywnosci
cytotoksycznej dla zwigzku referencyjnego, np. dla czesto stosowanej w takiej roli
doksorubicyny z grupy antracyklin, ktéra réwniez ulega interkalacji do DNA. Przy
wartosciach ICsy brakuje tez danych odchylen standardowych, ktére pojawiaja si¢ w tego typu
publikacjach w dobrych czasopismach z dziedziny chemii medycznej. Praca H1, wedlug Web

of Science Core Collection, byta cytowana 6 razy.

W publikacji H2 (Tetrahedron Lett. 2010) zostaly zaprezentowane wyniki badai nad
synteza pochodnych antracenu i karbazolu, ktére zawieraty podstawnik winylo-fenyleno-
oksazolinowy zlokalizowany odpowiednio w pozycji 9 antracenu i 3 karbazolu (zwigzki 112
w publikacji). Zwiazki te zostaly specjalnie tak zaprojektowane, aby mogly zmieniaé
strukture w rezultacie reakcji cis-trans fotoizomeryzacji. Synteza zwiazkéw 1 i 2 zostata
dobrze zaprojektowana z wykorzystaniem reakcji Wittiga w modyfikacji Arbuzowa-Hornera
w jej kluczowym etapie. Chociaz, patrzac z dzisiejszej perspektywy, zastosowanie reakcji
Hecka w wersji arylowania alkenow z uzyciem katalizatoréw palladowych prawdopodobnie
byloby bardziej korzystne. Jednak, efekty spektralne zaobserwowane w widmach absorpcji i
emisji zar6wno zwigzku 1 jak i 2 w obecnosci dwuniciowego DNA (calf thymus) oraz 22-
merowego oligonukleotydu o sekwencji telomerowej, ktéry moze tworzyé G-kwadrupleksy
wewnatrzcezasteczkowe byly bardzo niewielkie. Przyczyna utrudnionej interkalacji do DNA

(calf thymus) i wymienionego oligonukleotydu moze by¢ staba rozpuszczalnosé ligandéw 1 i



2 w roztworach wodnych (brak charakteru jonowego) i ich tendencja do tworzenia asocjatow.

Praca H2 byla cytowana 8 razy (w tym 3 autocytowania).

W publikacji H3 (Chem. Papers 2013) zaprezentowano syntez¢ nowej pochodne;j
karbazolu, zawierajgcej dwa podstawniki: w pozycji 3 winylo-benzotiazoloniowy (o
charakterze jonowym, dobrze wplywajacy na rozpuszczalno$¢ zwigzku w roztworach
wodnych i jego whasciwosci fluorescencyijne) i w pozycji 9 butylo-triazolowy (zwigzek jest
oznaczony w publikacji jako VI). W kluczowym etapie syntezy zwigzku VI wykorzystano
reakcje kondensacji Knoevenagela 3-aldehydowej pochodnej karbazolu (IV) z pochodng 2-
metylobenzotiazolu. Wykazano, na podstawie miareczkowan spektrofotometrycznych, ze
zwigzek VI oddzialuje jako interkalator z dwuniciowym DNA (calf thymus) oraz 22-
merowym oligodeoksyrybonukleotydem o sekwencji telomerowej, ktéry tworzy G-
kwadrupleksy na zasadzie »end-stackingu”  (zewnetrznego stackingu, oddzialywania

warstwowego). Praca H3 byta cytowana 5 razy (w tym 5 autocytowan).

Publikacja H4 (Eur. J. Med. Chem. 2015) jest dobrze napisana monoautorskg pracg o
charakterze przegladowym. Dotyczy ona pochodnych karbazolu wykazujacych aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa  (przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza i przeciwpasozytnicza),
przeciwnowotworowa, a takze mogacych znalezé zastosowanie w leczeniu zaburzen

neurologicznych. Praca H4 byta cytowana 80 razy (w tym 4 autocytowania).

W publikacji H5 (Int. J. Biol. Macromol. 2018) zaprezentowano obszerne badania nad
oddzialywaniem trzech pochodnych karbazolu, ktére zawieraly w pozycji 3 podstawnik
winylo-benzotiazoloniowy i rézne podstawniki w pozycji 9: etylowy (zwiazek 1), butylo-
triazolowy (zwiazek 2, identyczny jak w publikacji H3 zwigzek VI) i butylo-imidazolowy
(zwigzek 3) z 22-merowym oligodeoksyrybonukleotydem (Pu22) o sekwencji c-myc NHE
III;, zdolnym do tworzenia G-kwadruplekséw. Na podstawie badan przeprowadzonych z
zastosowaniem  spektroskopii  UV-Vis  (miareczkowanie spektrofotometryczne),
fluorescencyjnej (miareczkowanie spektrofluorymetryczne), dichroizmu kotowego (CD)
(Wyznaczenie tzw. temperatur topnienia komplekséw) oraz modelowania molekularnego
ustalono, ze zwigzki 1-3 tworza kompleksy z G-kwadrupleksami oligonukleotydu Pu22 w
stosunku 1:1 (chociaz kompleksy w stosunku 2:1 sg tez mozliwe), co wskazuje na ,,end-
stackingowy™ charakter oddziatywania. Cheialbym zauwazy¢, ze uzupelienie badaf nad
kompleksami pochodnych karbazolu 1-3 z oligonukleotydem Pu22 z zastosowaniem metody

magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) mogloby znaczaco wzbogaci¢ te prace. Zdaje



sobie jednak sprawe, ze wykonanie tego typu badan byloby trudnym zadaniem, z uwagi na
ztozono$¢ badanego ukladu, wymagajacym nawigzania wspolpracy ze specjalistycznym

osrodkiem. Praca HS byta cytowana 5 razy (w tym 3 autocytowania).

W publikacji H6 (Molecules 2018, 23, 1134) przedstawiono badania nad
oddzialywaniem tych samych trzech pochodnych karbazolu co w publikacji H5 (zwigzki 1-3)
z G-kwadrupleksami 22-merowego oligodeoksyrybonukleotydu o sekwencji promotorowego
regionu onkogenu ¢-KIT1. Na podstawie badan z wykorzystaniem spektroskopii UV-Vis,
fluorescencyjnej, CD oraz modelowania molekularnego wykazano, ze zwiazki 1-3 tworzg
kompleksy z G-kwadrupleksami wymienionego oligonukleotydu o poréwnywalnych statych
wigzania rzedu 10° M7, przy czym oddziatywanie ma charakter ,»end-stackingowy”

(zewngtrznego stackingu). Praca H6 byla cytowana 5 razy (w tym 2 autocytowania).

W publikacji H7 (Molecules 2018, 23, 3154) zaprezentowano wyniki badan nad
oddziatywaniem pochodnej karbazolu zawierajacej W pozycji 3 podstawnik winylo-
benzotiazoloniowy i w pozycji 9 butylo-imidazolowy (zwiazek 3, réwniez wystepuje we
wezesniejszych badaniach, publikacje H5 i H6) z 22-merowym oligodeoksyrybonukleotydem
22HT o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA, ktory tworzy G-kwadrupleksy. Publikacja
H7 zawiera ulepszong procedure preparatyki zwiazku 3. Wykazano metodami spektroskopii
UV-Vis, fluorescencyjnej i CD, ze zwiazek 3 w obecnosci kationdw sodowych lub
potasowych tworzy kompleksy w stosunku 2:1 z G-kwadrupleksami wymienionego
oligonukleotydu o statej wigzania rzedu 10° M, przy czym oddzialywanie ma charakter
»end-stackingowy”. W tej publikacji przedstawiono tez wyniki badan aktywnosci
cytotoksycznej zwigzku 3 w stosunku do dwoéch linii Iudzkich komérek nowotworowych
(MCF-7 i MDA-MB-231) i jednej linii komérek zdrowych (MCF-12A). Jednak, podobnie jak
w publikacji H1, nie podano wynikéw badan aktywnosci cytotoksycznej dla zwigzku
referencyjnego. W tabeli 5, przy wartosciach ICs brakuje tez danych odchylen
standardowych. Praca H7 byla cytowana 2 razy (w tym 1 autocytowanie).

Publikacja H8 (Molecules 2019) opisuje ulepszona synteze 3-formylowych
pochodnych karbazolu (prekursoréw w syntezie ligandow zdolnych do oddziatywania z G-
kwadrupleksami  oligodeoksyrybonukleotydéw). ~Synteze 3-formylowych pochodnych
karbazolu przeprowadzono metoda Vilsmeier’a-Haack’a (reagent formylujacy powstaje z
dimetyloformamidu i chlorku fosforylu) z zastosowaniem promieniowania mikrofalowego.

Ponadto, zbadano oddziatywanie zwiazkéw 3a-¢ (odpowiadaja one zwigzkom 1-3 w



publikacji HS5) metoda konkurencyjnej dializy rOwnowagowej z siedmioma
oligodeoksyrybonukleotydami, jeden z nich o sekwencji odpowiadajgcej ludzkiemu
telomerowi (22HT) pozostate o sekwencji odpowiadajacej ludzkim protoonkogenéow (c-MYC,
¢-KIT1, bel-2, RET, ceb25, KRAS21), wszystkie moga tworzy¢ G-kwadrupleksy. Ustalono,
ze zwiazki 3a-¢ oddziatujg ze wszystkimi wymienionymi oligonukleotydami, lecz najsilniej z

G-kwadrupleksami c-MYC. Praca H8 nie byta jeszcze cytowana.

Generalnie, nalezy stwierdzi¢, ze Habilitantka przedstawila w pracach H1-H8 szeroki
zakres badan, od syntezy ligandéw antracenowych i karbazolowych (prace H2 i H3), gdzie
wykazata si¢ duzym kunsztem, poprzez szeroko zakrojone badania fizykochemiczne
dotyczace oddziatywania zwlaszcza ligandow karbazolowych z fragmentami DNA, ktére
mogg tworzy¢ G-kwadrupleksy, wsparte badaniami teoretycznymi, po badania
cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkéw. Na podkreglenie zashuguje szeroki wachlarz metod
badawczych zastosowanych do badania ligandéw karbazolowych z G-kwadrupleksami
wybranych oligonukleotydow: spektroskopia UV-Vis (miareczkowanie
spektrofotometryczne),  spekrofluorymetria (miareczkowanie  spektrofluorymetryczne),
spektroskopia dichroizmu kotowego (CD), konkurencyjna dializa réwnowagowa i we
wsplipracy z chemikami teoretykami modelowanie molekularne. Zwraca uwage duzy
element samodzielnosci w prowadzonych badaniach, co dobrze rokuje na przysztosé.
Habilitantka jest pierwszym autorem i zarazem autorem korespondencyjnym w prawie
wszystkich publikacjach nalezacych do serii habilitacyjnej (H1-H8) z jednym wyjatkiem
publikacji H1. Podsumowujac, dorobek Habilitantki zaprezentowany w pracach H1-HS,
moim zdaniem, spelnia wymagania formalne i zwyczajowe stawiane w postepowaniach
habilitacyjnych. Uwazam, ze publikacje stanowigce osiggniecie habilitacyjne wnosza istotny
wkiad w rozw6j wiedzy dotyczace; oddziatywania ligandéw organicznych, a w szczegblnosci

karbazolowych, z G-kwadrupleksami DNA.
Ocena caloksztaltu dorobku naukowego

Catkowity dorobek naukowy dr Agaty Gluszynskiej, tacznie z rozprawg habilitacyjna,
obejmuje 20 artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach z listy JCR. Dwa
artykuly ukazaly sie jeszcze w trakcie wykonywania pracy doktorskiej w
Tetrahedron:Asymmetry (IF = 2,65 i 2,80), natomiast pozostate 18 po uzyskaniu stopnia
doktora. Czyli po odliczeniu o$miu prac (H1-H8) wchodzacych do osiagniecia

habilitacyjnego z nazwiskiem Habilitantki ukazato si¢ jeszcze 10 publikacji w nastepujacych



czasopismach z listy JCR: Polish Journal of Chemistry (IF = 0,52), Tetrahedron: Asymmetry
(3 publikacje, IF = 2,39, 2,39 i 2,43), Spectrochimica Acta, Part A (IF = 1,27), Analytica
Chimica Acta (IF = 3,19), Journal of Inorganic Biochemistry (2 publikacje, IF = 3,35 i 3,66),
Analytical and Bioanalytical Chemistry (IF = 3.44) 1 International Journal of Biological
Macromolecules (IF = 3,91). Sumaryczny Impact Factor (IF) dla 20 prac z listy JCR zgodnie
z rokiem opublikowania wynosi 53,38, co daje $redni IF na prace 2.68. Liczba cytowan,
wedtug bazy Web of Science wynosi 303 (bez autocytowan 275), a Indeks Hirscha 9. W
swietle powyzszych danych dorobek naukowy Habilitantki nalezy uznaé za skromny,
zwlaszcza, ze od momentu obrony pracy doktorskiej uptyngto 18 lat. Jednak na korzysé
Habilitantki przemawia fakt, ze w przewazajacej liczbie sa to prace na wysokim poziomie
naukowym, opublikowane w renomowanych czasopismach. Ponadto, Habilitantka posiada w
swoim dorobku naukowym 20 publikacji w materiatach pokonferencyjnych, rozdziatach w
ksigzkach, czasopismie Wiadomosci Chemiczne itp. Habilitantka brala udzial w licznych
konferencjach naukowych, krajowych (39 wystapien) i migdzynarodowych (28 wystapien).
Uczestniczyta w 10 projektach badawczych, w jednym z nich byla kierownikiem. Coraz
czgscie] si¢ zdarza wérdd kandydatéw do stopnia doktora habilitowanego, ze nie wyjezdzaja
oni na staz zagraniczny, czy chociazby krajowy w celu zdobycia szerszego spojrzenia
naukowego. W przypadku dr Gluszynskiej nalezy odnotowaé dwa, co prawda
krétkoterminowe, staze naukowe w Kyushu Institute of Technology w Kitakyushu w Japonii
oraz University of Michigan w Ann Arbor w USA.

Dzialalnos$¢ dydaktyczna i organizacyjna

Dr Agata Gluszyfiska ma bogate doswiadczenie dydaktyczne, prowadzita przez szereg
lat, liczne zajgcia na Wydziale Chemii UAM byly to miedzy innymi: ¢wiczenia laboratoryjne
z chemii organicznej, analizy instrumentalnej, chemii bioanalitycznej i wielu innych
przedmiotéw; proseminaria z chemii organicznej oraz wyklady i seminaria z przedmiotu
genetyka sadowa. Ponadtol, dr Gluszyfiska wypromowata trzech licencjatéw, sprawowala
opieke nad kilkoma magistrantami i byla promotorem pomocniczym w dwéch przewodach

doktorskich.

Dr Gluszynska brata udziat w organizacji dwéch konferencji naukowych, byta
opiekunem roku dla specjalnosci chemia podstawowa na Wydziale Chemii UAM w latach

2010-2015 i sprawowata indywidualng opieke nad kilkoma studentami zagranicznymi. Od



2015 roku dr Ghluszynska bierze udzial w organizacji wydarzen popularyzujagcych nauke:

Nocy Naukowcow i Poznanskiego Festiwalu Nauki i Sztuki.
Podsumowanie

Osiagniecie naukowe dr Agaty Gluszynskiej zaprezentowane w publikacjach H1-H8
oraz Autoreferacie, moim zdaniem, spetnia wymagania formalne i zwyczajowe stawiane w
postepowaniach habilitacyjnych, w szczeg6lnosci stawiane przez Ustawe o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym. Catkowity dorobek naukowy, 20 publikacji z listy JCR,
chociaz nieokazaly, uwazam za wystarczajacy do uzyskania stopnia doktora habilitowanego.
Wysoko oceniam dziatalno$¢ dydaktyczng Habilitantki. Przedkladam Komisji do Spraw
Postgpowania Habilitacyjnego dr Agaty Gluszynskiej powotanej przez Centralng Komisje do
Spraw Stopni i Tytutéw oraz Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosek o dopuszczenie Kandydatki do dalszych

etapow przewodu habilitacyjnego.

Zech Closacn
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