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Zaktad Ekspresji Genow

Recenzja osiggni¢cia naukowego, pozostalego dorobku naukowego, dydaktycznego,
organizacyjnego i popularyzatorskiego dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach w zwigzku z
ubieganiem si¢ o stopien doktora habilitowanego nauk technicznych w dyscyplinie
biotechnologia

Uwagi wstepne

Dr Edyta Gendaszewska-Darmach ukonczylta studia w 1995 roku na Uniwersytecie £.odzkim
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi i uzyskala tytul magistra biologii. Stopien naukowy
doktora nauk chemicznych w zakresie chemii bioorganicznej otrzymata w 2002 roku na
podstawie rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Wplyw mononukleotydow i ich
tiofosforanowych analogbw na wzrost wybranych linii komdrkowych — rola 5°-
nukleotydazy”. Prace t¢ obronita przed Radg Naukowg Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN. W latach 1995-2005 pracowala w tym Centrum w Zakladzie
Chemii Bioorganicznej jako asystent, nastepnie w latach 2006-2007 réwniez jako asystent w
Instytucie Biochemii Technicznej na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki L.odzkiej, a od roku 2007 w tym samym miejscu pracuje do dzisiaj jako adiunkt.
Obecnie Kandydatka ubiega si¢ o stopien doktora habilitowanego nauk technicznych w
dyscyplinie biotechnologia. Stwierdzam, ze dostarczona dokumentacja jest petna i spelnia
kryteria formalne do ubiegania si¢ o rzeczony stopien naukowy.

Ocena osiggni¢cia naukowego

Jako osiggnigcie naukowe Kandydatka przedstawia cykl dziewieciu prac opatrzonych
wspélnym tytutem ,,Tiofosforanowe analogi nukleotydow i lizofosfolipidow jako stabilne
modulatory szlakow sygnatowych”. We wszystkich tych pracach spoiwem sg modyfikowane
siarka analogi nukleotydéw i lizofosfolipidow jako ligandow receptoréw nukleotydowych
blon komoérkowych sprzezonych z biatkami G (GPCR). W pracach tych w systematyczny
sposob Autorka badata wptyw analogéw nukleotydéw i lizofosfolipidow na dlugofalowe
zmiany zachowan komorek ludzkich. Badania te majg charakter zarowno podstawowy jak i
aplikacyjny. W pierwszej pracy (H1) poréwnata wpltyw stosowanego medium hodowlanego
na zachowanie dwoch typéw komérek (HeLa i HUVEC), przy czym zastosowane media albo
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zawieraly enzymy degradujagce nukleotydy i pochodne nukleotydéw (surowica) albo ich
obecno$¢ zostala ograniczona jedynie do ekto-enzymoéw komorkowych (do medium
hodowlanego dodawano substytut surowicy TCH). Chociaz rzeczywiscie udato si¢ osiagna¢
znaczace wydtuzenie czasu trwania analogéw nukleotydow to jednak zamiana medium miata
zaskakujgce efekty na przezywalno$é komorek, chociazby z uwagi na kumulowanie si¢
toksycznej adenozyny w przypadku medium TCH z uwagi na brak deaminazy adenozynowe;.
Co prawda obecno$¢ w plynie hodowlanym surowicy bardziej przypomina warunki wzrostu
komorek in vivo, ale zastosowanie substytutu surowicy pozwolito na charakterystyke ekto-
enzyméw hydrolizujgcych nukleotydy i ich analogi i na stwierdzenie istotnych réznic
jakos$ciowych enzymoéw wystepujacych na powierzchni komorek HeLa i HUVEC. Poniewaz
wiadomym bylo, ze nukleotydy zewnatrzkomoérkowe biorg udzial we wszystkich etapach
gojenia si¢ ran, w pracach H2 i H7 Autorka badala wptyw analogow tiofosforanowych
(zwlaszcza pirymidynowych) na te procesy, zwlaszcza w przypadku przewlekle gojacych sie
ran cukrzycowych. Jedna z nich jest pracg przegladows, a druga opisuje stworzenie warsztatu
badawczego czyli warunkéw hodowli kilku typow komorek ludzkich in vitro w warunkach
hiperglikemicznych symulujgcych warunki wzrostu komoérek u chorych na cukrzyce. Badano
przezywalnos$¢ komorek, zdolnosci proliferacyjne i wydajnos¢ produkcji VEGF — kluczowego
czynnika wzrostu w procesie angiogenezy. Najwigkszy wplyw na proliferacje komorek
ludzkich badajgc analogi jak i naturalne nukleotydy pirymidynowe stwierdzono w przypadku
keratynocytow HaCaT, przy czym najwigksze zdolnosci proproliferacyjne wykazano dla
trifosforanu i a-tiotrifosforanu urydyny (zarobwno w warunkach standardowego jak i
podwyzszonego stezenia glukozy), natomiast ATP i jego analogi nie mialy wplywu na te
zdolnosci  keratynocytow. W komorkach tej samej linii uzyskano potwierdzenie
stymulujgcego znaczenia pochodnych tiofosoranowych UTP na produkcje VEGF, rowniez w
warunkach podwyzszonego stezenia glukozy. Udowodniono réwniez stymulujacy efekt
UTPyS i ATPyS na migracje keratynocytéw, co ma duze znaczenie w procesie gojenia si¢
ran. Bardziej szczegdtowa analiza analogdéw 5°-O-monotiofosofrandw nukleozydéw wykazata
nieoczekiwanie stymulujgcy efekt (TMPS, UMPS, CMPS i AMPS) na przezywalnosc¢,
migracje i produkcje VEGF komorek linii badanych keratynocytéw, a takze sugerowala
hipoteze, ze ligandy te moga wigza¢ sie do receptoréw nukleotydowych z podklasy P2Y.
Analiza proangiogennych wlasciwosci TMPS in vivo na szczurach z wykorzystaniem
wszywanych podskornie platkow bionanocelulozy wykazata silne ukrwienie bez odczynoéw
zapalanych wypreparowanych ptatkéw BNC po 30 dniach od wszycia.

W pracach H8-H9 Autorka konsekwentnie postanowita sprawdzi¢ mechanizm stymulujacego
dziatania monotiofosforanéw nukleozydéw na proces gojenia si¢ ran. Autorka udowodnita, ze
TMPS jest selektywnym agonistg receptorow P2Y6, a nie ma wlasciwosci wiazacych
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pozostatych z typu P2Y receptorow. Wynik ten potwierdzita dodatkowo innym
doswiadczeniem, w ktorym wykazala, ze wyciszenie ekspresji P2Y6 w komoérkach znosi efekt
migracji komorek wywotany przez TMPS. Warto podkresli¢, ze badanie aktywnosci receptora
P2Y6 poprzez wyrzut wapnia do cytoplazmy komorki pokazato, ze agonistami tego kanatu sg
wszystkie tiomono-modyfikowane nukleozydy pirymidynowe, natomiast nie sg nimi tak samo
modyfikowane nukleozydy purynowe, a co ciekawe rowniez nie sg nimi naturalne 5°-
monofosforany nukleozydéw pirymidynowych. Warto jednak podkreslié, ze tylko TMPS jest
selektywnym agonistg receptora P2Y6, a pozostate pochodne pirymidynowych nukleotydéw
takiej selektywnos$ci nie wykazywaly. TMPS okazal si¢ réwniez selektywnym antagonistg
innego receptora nukleotydéw — P2Y14. Receptor ten reguluje aktywno$¢ komérek tucznych,
zatem TMPS moze jawi¢ si¢ jako nowy regulator aktywnosci tych komorek. Autorka
potwierdzita antagonistyczne dziatanie TMPS badajagc aktywnos$¢ P2Y14 mastocytow
(komorek tucznych) pod wplywem tego analogu. Otwiera to nowe mozliwosci badan i
rozwoju terapii antyalergicznych i przeciwzapalnych.

Z kolei w pracach H3-H6 Autorka przebadata funkcje biologiczne' 1-O-acylo-2-O-meytlo—-3-
O-fosfodiestrowych i 1-O-acylo-2-O-meytlo—3-O-tiofosforanowych pochodnych
lizofosfolipidow (LPL). Wiadomo, Ze lizofosfolipidy, zbudowane ze szkieletu glicerolowego i
posiadajace tylko jedng reszte kwasu tluszczowego tworzg grupe czasteczek sygnatowych
regulujacych caly szereg procesow komorkowych. Zaburzenia w dziataniu czgsteczek LPL
wigze si¢ z rozwojem takich chor6b jak nowotwory, cukrzyca i miazdzyca. Badania nad LPL
jako czasteczkami sygnatowymi liczg sobie dopiero 20 lat, gdy po raz pierwszy wykazano, ze
kwas lizofosfatydowy (LPA) wigze sie z receptorami GPCR i kontroluje, podobnie jak
nukleotydy, procesy migracji, proliferacji i angiogenezy. Kandydatka postanowita zbadaé
wplyw analogéw LPL w formie tiofosforanow na wyzej opisane procesy. Kandydatka brata
udziat w syntezie licznych pochodnych LPL zawierajgcych siarke i badata na poczatku ich
cytotoksycznos¢. Autotaksyna jest lizofosfolipazg D i zwigzana jest z produkcjg LPA.
Autotaksyna jest wydzielana do surowicy i jej obecno$¢ wigze si¢ obecnie z rozwojem i
przerzutami wielu nowotworéw. Dr Gendaszewska-Darmach postanowita zatem poszukiwaé
inhibitorow tego enzymu wsrdd tiopochodnych lizofsfolipidéw. Wsréd zsyntetyzowanych
analogéw zidentyfikowano kilka, ktore wydajg si¢ by¢ obiecujgce jako inhibitory
autotaksyny. Najlepszym okazat si¢ by¢ analog LPA z kwasem oleinowym w pozycji syn-1 i
z grupg metoksylowa w pozycji sn-2. W przypadku 1-O-acylo-2-O-meytlo-3-O-
fosfodiestrowych i  1-O-acylo-2-O-meytlo—3-O-tiofosforanowych  pochodnych LPA
zauwazono regule, ze im dluzszy lancuch kwasu tluszczowego tym lepsze wiasciwosci
inhibitorowe pochodnej, natomiast wprowadzenie grupy tiofsforanowej nie wplywato na
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wlasciwosci inhibitorowe czasteczek. Stwierdzono réwniez, ze obecno$¢ grupy metoksylowej
w pozycji syn-2 pochodnych LPL znaczgco podwyzsza ich stabilnos¢.

Kolejnym zagadnieniem badawczym bylo przebadanie tiofosofranowych pochodnych
lizofosfatydylocholiny (LPC) na stymulacj¢ receptorow GPCR komorek beta wysepek
Langerhansa trzustki w celu stymulacji produkcji insuliny. Zsyntetyzowano tioestrowe i
fosfodiestrowe analogi lizofosfatydylocholiny z r6znej dtugosci i o réznym stopniu nasycenia
kwasami ttuszczowymi i badano wplyw tych analogéw na aktywnos¢ receptorow GPR119/55.
Badania prowadzono na mysim modelu komérkowym komorek beta trzustki. Wykazano, ze
tioestrowe i ditioestrowe pochodne LPC charakteryzowaly si¢ znikomg cytotoksyczno$cig w
stosunku do badanych komorek, zwilaszcza w poréwnaniu do niemodyfikowanych LPC.
Wprowadzanie wlasnie juz pojedynczych atoméw siarki obnizato cytotoksycznosé¢ czasteczek
LPC. Ponadto, tiopochodne LPC stymulujg bardziej komorki beta trzustki (ale inny model
komodrkowy niz wezesniej uzywany) niz niemodyfikowana LPC.

Przedstawione wyniki, zawarte w pracach doswiadczalnych i opisane niezwykle obszernie
(wrecz zbyt szczegétowo) w autoreferacie sa zawarte w wieloautorskich pracach, gdzie
Kandydatka jest pierwsza, kolejng lub kilka razy ostatnig i korespondujgca autorka tekstow.
Oswiadczenia wspoétautoréw sg kompatybilne z o$wiadczeniami Kandydatki i nie wzbudzajg
zastrzezen. W moim przekonaniu uzyskane wyniki sg ciekawe, niektore z nich sg wazne z
potencjalnie aplikacyjnego charakteru i znaczgco poszerzaja wiedze w zakresie biotechnologii
medycznej. Stad tez pozytywnie oceniam osiggni¢cie naukowe dr Edyty Gendaszewskiej-
Darmach.

Ocena pozostalego dorobku naukowego

Na pozostaly dorobek naukowy dr Gendaszewskiej-Darmach sklada sie¢ 10 publikacji
eksperymentalnych, ktore ukazaty sie¢ w dobrych/bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, z
czego pig¢ ukazalo si¢ przed obrong pracy doktorskiej, a pie¢ pozostatych juz po doktoracie.
Prace te sa wieloautorskie, a Kandydatka swojga role w nich opisuje jako wykonawca
doswiadczen po tworzenie koncepcji. Im pdzniej ukazywala si¢ praca tym wigkszy jest
widoczny wklad intelektualny i koncepcyjny dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach w jej
realizacje. Prace te ukazaty si¢ w takich czasopismach jak Antisense Nucleic Acids Drug Dev.
(obecnie Nucleic Acids Therapeutics), Blood, Nucleosides and Nucleotides, Curr. Org.
Chem., Bioorg.Med.Chem. Lett. i kilka prac w Acta Biochim. Polon. Ponadto w sktad
dorobku naukowego Kandydatki wchodzg cztery rozdzialy w monografiach lub artykuty
przegladowe w jezyku polskim. Ich warto$¢ oceniam wysoko z uwagi na ich dydaktyczny i
popularyzatorski charakter.
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Prace z pozostalego dorobku naukowego dotyczag w duze mierze badan nad wyciszaniem
ekspresji genéw przy zastosowaniu antysensownych sond oligonukleotydowych
zawierajacych modyfikowane deoksynukleotydy podstawione atomem siarki (tio-pochodne,
w ktorych atom tlenu w pozycji niemostkowej jest zastgpiony atomem siarki). Badania te
uwazam za wazne z uwagi na ich potencjat terapeutyczny. Wyniki badan pokazaty, ze takie
tio-oligonukleotydy sg nieco bardziej stabilne niz normalne sondy oligonukleotydowe, jednak
nadal byly degradowane przez enzymy wenwatrzkomorkowe jak i ekto-enzymy. Ponadto
Kandydatka wykazala, ze produkty degradacji (tiopochodne deoksynykleotydow jak i
noramlne dNTP) moga wplywa¢ na niespecyficzne efekty towarzyszace podawaniu tego typu
sond antysensownych w postaci apoptozy, zahamowania podziatow komoérkowych badz
wrgez pro-mitotycznie. Postawiona zostala wowczas hipoteza o obecnosci na powierzchni
komorek receptorow dla ANTP. Innym ciekawym watkiem badawczym, w ktorym bierze
udziat Kandydatka jest izolacja i charakterystyka zwiazkéw roslinnych pod katem ich
prozdrowotnego, a glownie antycukrzycowego wplywu. Chodzi gléwnie o zwiagzki
polifenolowe i ich wlasciwosci przeciwutleniajgce. Zwiagzki te byly badane pod katem ich
funkcji na komorkach r6znych linii komorek ludzkich i mysich, migdzy innymi na komérkach
beta trzustki (insulinoma), keratynocytach, fibroblastach i komorkach s$rodblonka zyty
pepowinowej. Uzyskano ekstrakty roslinne o proangiogennym wplywie, pomocne w
procesach gojenia si¢ ran.

Uwazam, ze wyniki prac wchodzacych w sktad pozostatego dorobku naukowego sg cenne, w
duzej mierze kompatybilne do wynikéw z osiggniecia naukowego. Co dla mnie istotne -
wyraznie zarysowujg si¢ nowe horyzonty prowadzenia badan nad innymi zwigzkami o
potencjalnym charakterze terapeutycznym, takimi jak lizofosfolipidy czy tez polifenole.

Podsumowujac ilosciowo dorobek naukowy dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach stwierdzam,
ze s3 to 24 prace, doswiadczalne i1 przegladowe, ktdrych sumaryczny wspdtczynnik
oddzialywania wynosi ponad 50, co przektada si¢ na 490 punktéw MNiSW. Liczba cytowan
(bez autocytowan) wynosi 157, a indeks Hirscha 9. Sg to dobre parametry bibliometryczne na
tym etapie kariery naukowe;.

W moim przekonaniu pozostaly dorobek naukowy dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach
réwniez zastuguje na ocene pozytywna.

Ocena dzialalno$ci dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzatorskiej

Dr Edyta Gendaszewska-Darmach byta kierownikiem jednego grantu NCN i wielokrotnie
glownym wykonawcg/wykonawcg w innych grantach. Kierownikiem grantu byla w latach

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49
ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
UAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

2009- 2012. Martwi mnie troch¢ brak dalszych sukceséw w zdobywaniu funduszy na projekty
badawcze, wlasne, a raczej sklanianie si¢ do bycia wykonawcag w projektach innych badaczy.
Nie wiem, czy Kandydatka sktada projekty i ich nie otrzymuje czy tez woli bra¢ udziat w
badaniach innych jako wspdtpracownik. Zachecatabym do bardziej aktywnego starania si¢ o
wilasne $rodki na badania naukowe.

Habilitantka aktywnie uczestniczy w konferencjach naukowych, sama trzy razy prezentowata
wyniki badan na migdzynarodowych konferencjach (Walencja, Krakow, Czestochowa), a 28
razy byla na konferencjach naukowych z plakatem omawiajgcym wyniki badawcze. Jest
osobg rozpoznawang na arenie mig¢dzynarodowej — byla edytorem gos$cinnym tomu
czasopisma Current Topics in Medicinal Chemistry (IF 2,9) wydawanego przez Bentham
Science Publishers .

Najwigkszym mankamentem tego wniosku habilitacyjnego jest brak stazu, nawet
najkrétszego, w innym, zagranicznym lub krajowym osrodku naukowym. Przypuszczam, ze
stoja za tym kwestie rodzinne niemniej jednak z obowigzku recenzenta podnoszg¢ ten problem
1 uwazam to za powazny brak w karierze zawodowej Kandydatki. Natomiast Habilitantka
kilkakrotnie recenzowata prace dla zagranicznych czasopism i koordynowata wspotprace z
instytutem badawczym ITESM w Meksyku. Takze nie mozna powiedzie¢, ze Kandydatka nie
ma naukowych kontaktow migdzynarodowych czy tez nie jest rozpoznawana na
mi¢dzynarodowej arenie naukowej ale to jest niestety za mato.

Zwraca uwage Jej bardzo duze zaangazowanie w prace organizacyjne i w proces ksztalcenia.
Tu dorobek dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach oceniam bardzo wysoko. Zorganizowala
pracowni¢ hodowli komorek zwierzgcych w Instytucie Biochemii Technicznej PL, jest
czlonkiem zespolu przygotowujacego rozbudowe BioNanoParku w L.odzkim Regionalnym
Parku Naukowo-Technologicznym. Jest cztonkiem réznych komisji na poziomie Wydzialu
Biotechnologii i Nauki o Zywnosci PL.

Habilitantka brata udzial w opracowaniu tresci i prowadzi liczne wyklady/¢wiczenia dla
studentow Biotechnologii PL. Sprawowata opiek¢ nad 31 pracami dyplomowymi, w tym
pracami inzynierskimi i magisterskimi. Jest promotorem pomocniczym w dwoch przewodach
doktorskich i opiekunem naukowym w dwadch innych pracach doktorskich.

Podsumowujac, t¢ domeng aktywnosci naukowej dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach oceniam
calosciowo pozytywnie, pomimo braku stazu podoktorskiego i niewielkiej aktywnosci w
pozyskiwaniu §rodkéw na badania naukowe.
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Ocena koncowa

Osiagnigcie naukowe i pozostaly dorobek naukowy dr Edyty Gendaszewskiej-Darmach
ocenitam bardzo pozytywnie gdyz zawieraja one wiele nowych, oryginalnych i cieckawych dla
rozwoju nauki i potencjalnych terapii medycznych wynikow. Dziatalnos¢ dydaktyczna
(gtéwnie mam na mysli udzial w indywidulanym procesie ksztalcenia mlodej kadry
naukowej) i organizacyjna Kandydatki jest wrgcz znakomita. Jedyne zastrzezenia budzg we
mnie brak stazu podoktorskiego i niewielkie sukcesy w zdobywaniu $rodkéw na badania
naukowe. Niemniej jednak uwazam, ze najwazniejsza jest ocena osiggniecia naukowego i
pozostalego dorobku naukowego, a do tych nie mam zastrzezen. Dlatego zwracam si¢ do
Rady Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £.6dzkiej o nadanie dr Edycie
Gendaszewskiej-Darmach stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk technicznych w
dyscyplinie biotechnologia. :
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