UNIWERSYTET Katedra Chemii Srodowiska

il e el i Bioanalityki ,
Wydziat Chemii ul. Gagarina 7, 87 100 TORUN

Tel.: (+48) (56) 61 14 308 o [Tel/fax: (+48) (56) 61 14837 e  e-mail: bbusz@chem.umk.pl

Kierownik Katedry: prof. zw. dr hab. dr h.c. Bogustaw Buszewski, czlon. koresp. PAN

Torun, 20.07.2018r.

Ocena osiagniecia naukowego pt.
»Fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe bazujgce na czteroniciowych formach
DNA” oraz catoksztattu dorobku dr Anny Dembskiej

Informacje ogdine

Dr Anna Dembska jest absolwentkg Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Prace magisterskg wykonywata pod kierunkiem prof. UAM dr. hab. Bohdana
Skalskiego, a prace doktorska pt. ,Synteza, fotochemia i wtasciwosci fluorescencyjne pochodnych
purynowych zawierajgcych w czgsteczce ugrupowanie pirydyniowe” wykonang pod opiekg tego
samego promotora obronita w 2005 roku. Zainteresowania badawcze Habilitantki w dalszych
latach jej dziatalnoci naukowej byty znacznym rozszerzeniem tej tematyki. Od pazdziernika 2005
roku do wrzesnia roku nastepnego dr Anna Dembska pracowata na stanowisku adiunkta
w Zaktadzie Fizyki Chemicznej na Wydziale Chemii UAM w Poznaniu. Rozszerzata swojg wiedze
w zakresie reakcji fotochemicznych m.in. 5-chloro-4-tiourydyny z nukleozydami. Nastepnie zostata
zatrudniona na tym samym stanowisku w grupie badawczej prof. dr. hab. Bernarda Juskowiaka na
Wydziale Chemii UAM w Poznaniu, gdzie pracuje do dzi§. Tematyka badawcza dr Anny Dembskiej
zmieniata sie i dotyczy obecnie tworzenia narzedzi bioanalitycznych, ktére bazujg na strukturze
oligonukleotydéw i sg zdolne do formowania w odpowiednich warunkach G-kwadruplekséw oraz
i-motywow.

Ocena osiggniecia naukowego pt. ,Fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe bazujgce na
czteroniciowych formach DNA”

Sposrod 15 prac z listy Journal Citation Reports (JCR), opublikowanych po otrzymaniu
stopnia doktora, Habilitantka przedstawita dziewie¢ jako osiggniecie naukowe podlegajace ocenie
w postepowaniu o uzyskanie stopnia doktora habilitowanego. Sg to prace monotematyczne
opublikowane w latach 2010-2017 w dobrych i bardzo dobrych czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym. Ich tfgczny Impact Factor (IF) wynosi 24, co daje $rednig warto$¢ IF
w przeliczeniu na jedng prace 2,66. Catkowita liczba cytowan prac przedstawionych jako
osiggniecie wynosi 54 (Web of Science), zatem $redni wskaznik cytowan na prace wynosi 6. Jest
to dobry wynik, niemniej jednak jesli uwzgledni¢ fakt iz w cyklu habilitacyjnym znajduja sie dwie
prace przegladowe, z ktérych jedna byta cytowana 18 razy, to $rednia liczba cytowan dla prac
oryginalnych spada. Osiem z przedstawionych prac to artykuty wieloautorskie (od dwéch do
czterech autoréw). Z tego wzgledu nalezy oceni¢ w jakim stopniu prace te mozna uznaé jako
badania bedgce efektem inicjatywy Habilitantki z jej znaczacym udziatem zaréwno na etapie
pomystu, jak i realizacji. Nalezy uwypukli¢, iz w az o$miu publikacjach (H1, H2, H3, H4, H5, H6,
H7, H9) dr Anna Dembska jest pierwszym autorem, a w szeéciu z nich jest takze autorem
korespondencyjnym. W moim przekonaniu $wiadczy to o znaczacym udziale Habilitantki
w powstawaniu tych publikacji. Deklaruje ona swdj udziat procentowy w pracach badawczych na
poziomie 60-100%, z wyjgtkiem pracy H8, w przypadku ktérej udziat ten wynosi jedynie 30%.
Z o$Swiadczen wspétautoréw publikacji H1-H7 i H9 wynika jasno, ze wkiad dr Anny Dembskiej



w formowanie koncepcji prac, ich realizacje, interpretacje i opis byt wiodacy. Mimo to mam uwagi
krytyczne co do wyboru pracy H8 jako wchodzacej w sktad cyklu stanowigcego osiggniecie
naukowe Habilitantki. Wktad dr Anny Dembskiej w jej powstanie (zaréwno w kwestii udziatu
procentowego, jak i udziatu merytorycznego, opartego na zatgczonym o$wiadczeniu Habilitantki
i wspotautorow) w moim przekonaniu trudno oceni¢ jako znaczacy lub tez wiodacy. W cyklu
habilitacyjnym dr Anna Dembska zawarta dwa artykuty przegladowe, ktore co prawda sg zwigzane
z tematem osiggniecia naukowego, jednak w moim osobistym przekonaniu przeglad dokonan
innych badaczy nie stanowi osiggniecia naukowego Habilitantki. Tym bardziej, ze np.
w komentarzu do cyklu habilitacyjnego praca H6 wymieniona jest zaledwie w jednym miejscu
I w zaden sposéb nie zostata omoéwiona. Z drugiej jednak strony pragne podkresli¢, iz
rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 wrzesnia 2011 r. w sprawie
kryteriow oceny osiggnie¢ osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego nie
wyklucza ujecia artykutéw przeglagdowych w cyklu habilitacyjnym.

Habilitacyjny cykl 9 prac zostat oméwiony w postaci dobrze opracowanego, ciekawego
i wyczerpujgcego komentarza. Podkresli¢ nalezy jednoczesnie, iz tematyka wszystkich publikacii
stanowigcych cykl habilitacyjny jest spéjna i zgodna z tytutem autoreferatu, dzieki czemu spetnione
jest kryterium jednotematycznego cyklu prac.

Badania prowadzone w ramach realizacji osiggniecia naukowego dr Anny Dembskiej
koncentrujg sie na poszukiwaniu, syntezie i testowaniu narzedzi bioanalitycznych, ktérych struktura
bazuje na krétkich, specyficznych sekwencjach DNA. Sekwencje te w odpowiednich warunkach
przyjmujg strukture czteroniciowg i formujg tzw. G-kwadrupleksy oraz i-motywy. Podjeta tematyka
jest bardzo aktualna. DNA jest coraz czeSciej wykorzystywang czasteczkg nie tylko jako
potencjalny lek, ale takze jako narzedzie w nanotechnologii i bioanalityce. Celem badan
Habilitantki byto sprawdzenie uzytecznosci oligonukleotydéw tworzacych G-kwadrupleksy oraz
i-motywy jako sond generujgcych sygnat fluorescencyjny w rezultacie zmian warunkéw
srodowiskowych (np. w odpowiedzi na zmiane pH). Oceniane osiggniecie naukowe koncentruje sie
w zwigzku z tym na trzech zasadniczych zagadnieniach, zwigzanych ze strukturg syntezowanych
sond oligonukleotydowych:

1. sondy na bazie G-kwadruplekséw (H1, H2, H8),
2. sondy na bazie i-motywéw (H3, H4, H6),
3. latarnie molekularne z i-motywem w petli (H5, H7, H9).

W przypadku pierwszego z zagadnienn dr Anna Dembska podjeta jako pierwsza probe
wykorzystania fluorescencji czasowo-rozdzielczej do badania wtasciwosci fluorescencyjnych sond
na bazie aptameru antytrombinowego (TBA) oraz ludzkiego telomerowego DNA (Htelom)
znakowanych pirenem (H1, H2). Co wiecej, w przypadku drugiej z sond zmieniano umiejscowienie
pochodnych pirenowych w tancuchu oligonukleotydowym, by okresli¢ ich wptyw na topologie
G-kwadrupleksu (H8). Prace badawcze Habilitantki nad sondami oligonukleotydowymi na bazie
i-motywéw koncentrowaty sie na okreSleniu ich potencjatu analitycznego w badaniu zmian pH
otoczenia poprzez zmiany sygnatu fluorescencyjnego. W tym celu dr Anna Dembska zsyntezowata
szereg zupetnie nowych sond na bazie jednoczgsteczkowego i-motywu znakowanego obustronnie
grupami pirenylowymi oraz dokonata ich petnej charakterystyki spektroskopowej (H3, H4). Badania
o charakterze podstawowym, ale prowadzone systematycznie i na szerokg skale, doprowadzity do
utworzenia systemu wrazliwego na zmiany pH, tgczgcego wiasciwosci i-motywu oraz obustronnie
znakowanych pirenem sond molekularnych. Zapewne z tego wzgledu Habilitantka rozszerzyta
zakres swoich badan o synteze i charakterystyke latarni molekularnych z i-motywem w petli, jako
sensoréw pracujgcych w trybie monomer-ekscymer do monitorowania zmian pH (H5). Wykazano,
ze sygnat analityczny tych sond (w odpowiedzi na zmiany pH) wywotywany jest efektem
allosterycznym miedzy rdzeniem, a petlg. W zwigzku z tym dr Anna Dembska dokonywata zmian
w obrebie sekwencji oligonukleotydowej sond, zmieniajgc ilo§¢ par GC w rdzeniu, w celu
obserwacji wptywu tych modyfikacji na zakres dynamiczny pracy zsyntezowanej sondy (H7).
W rezultacie opracowata alternatywny sposob syntezy wysoce czutych narzedzi do pomiaru zmian
pH, ktére oparte sg na strukturze i-motywdw i cechujg sie okreslonym przedziatem dziatania
i punktem przejscia miedzy formag otwartg, a ztozong. Nalezy podkresli¢, iz zakres badan
przeprowadzonych przez Habilitantke byt bardzo szeroki. Obejmowat zaprojektowanie i synteze
sond, ich petng charakterystyke fizykochemiczng i spektralng. Istotnym jest fakt, iz wartos¢
naukowa badan podstawowych zostata zwiekszona dzieki wykazaniu stosowalnosci opracowanych
latarni molekularnych z i-motywem w petli w uktadach rzeczywistych, do jakich nalezg hodowle linii



komodrkowych (H7). Dr Anna Dembska udowodnita, iz po transfekcji gromadzg sie one
w lizosomach i sg w stanie reagowa¢ na zmiany pH $rodowiska.

W ramach oceny osiggniecia naukowego dr Anny Dembskiej nalezy okreslié czy
przedstawione prace spetniajg wymoég znaczacego wkiadu w rozwoj dyscypliny. W zwigzku z tym
wymieni¢ nalezy gtéwne elementy nowosci naukowej w obszarze chemii. W moim przekonaniu jest
to wykazanie, ze:

1. sredni czas zycia obustronnie znakowanych pirenem kwadruplekséw zalezy wprost
proporcjonalnie od stezenia jondéw potasu wytgcznie dla konformacji krzesetkowej (dla
jednoczgsteczkowego G-kwadrupleksu na bazie aptameru TBA),

2. G-kwadrupleksy pojedynczo znakowane pirenem nadajg sie do zastosowan
bioanalitycznych (ze wzgledu na fakt, iz fluorescencja sond na bazie Htelom oraz TBA
znakowanych pirenem na koricu 3’ jest stopniowo wygaszana w odpowiedzi na zmiane
konformacji podczas kompleksowania jonéw potasu),

3. umiejscowienie pierscieni pirenowych w pierwszej i trzeciej petli G-kwadrupleksu Htelom na
krotkich tgcznikach nie jest wystarczajgce do zapewnienia ich wzajemnego oddziatywania
prowadzgcego do zmiany konformacji do formy koszykowe;j,

4. podstawniki pirenowe na obu koncach sond na bazie sekwencji cmyc i RET stabilizujg
przestrzenng strukture i-motywu, ktéry wykazuje fluorescencje monomerowg pirenu,
wrazliwg na zmiany pH,

5. latarnie molekularne obustronnie znakowane pirenem, zawierajgce fragment bogaty
w cytozyny w petli, mogg by¢ z powodzeniem wykorzystane jako sondy do wykrywania
zmian pH otoczenia,

6. wiasciwosci fluorescencyjne sond typu latarnie molekularne z i-motywem w petli zaleza
znaczgco od sktadu rdzenia (m.in. od ilosci par GC, obecnosci traktu GGG),

7. latarnie molekularne znakowane pirenem z i-motywem w petli mozna z sukcesem
transfekowa¢ do Zywych komérek i wykorzystywaé je do pomiaru zmian pH otoczenia.

W mojej ocenie przedstawione przez dr Anne Dembskg osiggniecie naukowe uzyskane po
otrzymaniu stopnia doktora wnosi zauwazalny wktad w wiedze i praktyke zwigzang z synteza,
charakterystykg i stosowaniem fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych bazujacych na
czteroniciowych formach DNA.

Ocena dorobku naukowo-badawczego

Oceny dorobku naukowego dr Anny Dembskiej dokonatam w oparciu o zestawienie
przygotowane przez Habilitantke.

Dr Anna Dembska jest autorka/wspotautorka tacznie 17 artykutéw naukowych, sposrod
ktorych szesnascie znajduje sie na liscie JCR. Liczba ta nie jest duza biorac pod uwage
rozpoczecie pracy badawczej w 1999 roku (rozpoczecie studiéw doktoranckich). Z drugiej jednak
strony zdecydowana wigkszo$¢ tych prac (16) powstata po uzyskaniu przez Nig stopnia doktora,
co wskazuje na intensywny rozwdj naukowy Habilitantki. Swiadczy o tym chociazby wzrost
sumarycznej liczby punktow MNiISW z 30 (przed uzyskaniem stopnia doktora) do 425 (po
uzyskaniu stopnia doktora). Prace Habilitantki byly publikowane zaréwno w czasopismach
wiodgcych dla Jej zainteresowan naukowych, jak i w czasopismach o nizszym IF. Podkre$lié
nalezy, iz dr Anna Dembska jest takze wspotautorkg szesciu rozdziatow w monografiach.
Habilitantka niestety nie moze pochwali¢ sie zadnym patentem lub zgtoszeniem patentowym.
W moim mniemaniu uzyskane przez nig sondy powinny sta¢ sie przedmiotem takiego zgtoszenia.

W czasie swojej pracy badawczej dr Anna Dembska byta kierownikiem jednego projektu
NCN, co dowodzi jej umiejetnosci pozyskiwania $rodkéw na badania naukowe, jak réwniez
kierowania realizacjg tych badan. Habilitantka byta takze wykonawcg w szesciu innych grantach.
Aktywnie prezentowata uzyskane przez siebie wyniki na konferencjach naukowych. Wyglosita
osobiscie tgcznie 9 wyktadéw i komunikatdow ustnych na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych (w tym jeden wyktad na zaproszenie). Byta tez wspotautorkg kolejnych trzech
wyktadow wygtoszonych przez wspétpracownikéw. Wyniki swoich badan Habilitantka prezentowata
ponadto w formie plakatéw, ktorych byto tgcznie 60.
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Osiggnigcia naukowe dr Anny Dembskiej zostaty trzykrotnie docenione nagrodami
JM Rektora UAM w latach 2011, 2016, 2017. O uznaniu jej pozycji naukowej Swiadczy¢ moga
ponadto wykonywane przez nig recenzje publikacji naukowych dla dobrych czasopism o zasiegu
miedzynarodowym.

Podsumowujac catoksztatt dorobku naukowego Habilitantki nalezy podkresli¢, iz jest on na
dobrym poziomie. Dane scjentometryczne sg nastepujace: liczba publikacji - 17, catkowita liczba
cytowan — 208, indeks Hirscha — 8. Sumaryczny IF prac dr Anny Dembskiej wynosi 44,7, co
w przeliczeniu na jedng publikacje daje dobry $redni IF réwny 2,69. Wartosci przedstawionych
parametrow wskazujg na zainteresowanie wynikami badan Habilitantki. Parametry te sg
wystarczajgcymi do ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk
chemicznych. W moim mniemaniu wskazane jest jednak przygotowanie zgtoszenia patentowego.

Ocena dorobku dydaktycznego, popularyzatorskiego oraz wspdtpracy miedzynarodowej

W zakresie dziatalno$ci dydaktycznej dr Anna Dembska prowadzita wyktady z zakresu
analityki medycznej, bioanalityki, genetyki sadowej (w zakresie zwigzanym z analitykg DNA).
W dorobku dydaktycznym znajdujg sie ponadto zajecia seminaryjne i bardzo liczne zajecia
laboratoryjne (chemia fizyczna, fotochemia $rodowiska, analiza instrumentalna, chemia
analityczna, bioanalityczna, analityka medyczna, genetyka sadowa, itp.). Jej osiggniecia
i inicjatywa w doskonaleniu procesu dydaktycznego polegata takze na opracowywaniu materiatéw
i nowych ¢wiczen laboratoryjnych z pieciu réznych przedmiotéw.

Habilitantka byta opiekunem 8 prac magisterskich i 4 prac licencjackich. O dojrzatosci
naukowej dr Anny Dembskiej $wiadczy ponadto funkcja promotora pomocniczego w przewodzie
mgr Patrycji Bieleckiej. Tematyka przewodu $cisle wigze sie z zainteresowaniami naukowymi
Habilitantki. Sprawuje ona takze opieke nad dwoma studentami przyjetymi na 24-miesieczne staze
w ramach realizacji jednego z projektéw NCN. Osiagniecia te dowodza, ze dr Anna Dembska
posiada duze doswiadczenie w pracy dydaktycznej, ktéra nie budzi zadnych zastrzezen.

Na szczegdlng uwage zastugujg odbyte przez Habilitantke dwa podoktorskie staze
naukowe (w latach 2007/2008 i 2010/2011) w Lund University (Lund, Szwecja) oraz w Carnegie
Mellon University (Pittsburgh, USA). Oba staze umozliwity rozszerzenie wiedzy i umiejetnosci
z zakresu badan radiobiologii oraz syntezy fotostabilnych nanostruktur DNA. Jeden z nich
(dziewietnastomiesieczny) zaowocowat ponadto dwoma publikacjami w czasopismach o wysokim
IF. Wyjazdy te nalezy oceni¢ bardzo wysoko, poniewaz $wiadczg one nie tylko o umiejetnosci
pozyskiwania partneréw zagranicznych do wspétpracy naukowej, ale przede wszystkim
umozliwiajg zdobycie cennego doswiadczenia podczas pracy naukowej w innym osrodku.
Habilitantka ponadto pogtebiata swoje doswiadczenie zawodowe poprzez udziat w réznorodnych
szkoleniach i kursach, zwigzanych z Jej tematykg badawcza.

Do osiggnie¢ w zakresie dziatalnosci organizacyjnej dr Anny Dembskiej nalezy udziat
w komitetach organizacyjnych jednej konferencji krajowej i jednej miedzynarodowej. Podkresli¢
nalezy jej dziatalnoS¢ popularyzatorskg poprzez aktywny udziat w przygotowywaniu i prowadzeniu
pokazéw i warsztatbw w ramach Festiwalu Nauki i Sztuki. Jest ponadto cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Chemicznego.

Reasumujac, zaréwno dorobek dydaktyczny, jak i organizacyjny dr Anny Dembskiej zyskujg
mojg pozytywng opinie.

Podsumowanie

Podsumowujgc uwazam, iz przedstawiony do oceny jednotematyczny cykl publikacji oraz
dorobek naukowo-badawczy, dydaktyczny i organizacyjny dr Anny Dembskiej stanowig
wystarczajgcg podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych.
W zawigzku z tym rekomenduje Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza
w Poznaniu dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego.
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