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pt. ,, Wykorzystanie technik woltamperometrycznych w elektroanalizie i badaniach
interakcji DNA”

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana Zakladzie Analizy
Instrumentalnej Katedry Chemii Nieorganicznej 1 Analitycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Witolda Ciesielskiego jako promotora oraz przy
udziale Pani dr Sylwii Smarzewskiej jako promotora pomocniczego.

Recenzj¢ sporzadzono na zlecenie Pani prof. dr hab. Stawomiry Skrzypek, Dziekana
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego (pismo z dnia 28.04.2021 r.) na podstawie
przedtozonej rozprawy doktorskiej.

Wprowadzenie

Rozprawe doktorska Pani mgr Kamili Morawskiej stanowi cykl czterech spojnych
tematycznie prac opublikowanych w renomowanych czasopismach indeksowanych w bazie
JCR: Journal of Electroanalytical Chemistry, Bioelectrochemistry, Food Chemistry
1 Electroanalysis. Sumaryczny Impact Factor prac stanowigcych osiggnigcie naukowe
Doktorantki wynosi 17.379, a liczba punktow MNiSW - 440. Dane te zastuguja na uznanie
zwazywszy na fakt, ze ich opublikowanie przypada na ostatnie dwa lata (2020 12021). W trzech
pracach opatrzonych w dorobku naukowym numerami 1-3 Pani mgr Kamila Morawska jest
pierwszym autorem i jednocze$nie autorem korespondencyjnym. Z analizy danych zawartych
w o$wiadczeniach wspotautorow publikacji wynika, ze udziat Doktorantki w powstanie prac
byt znaczacy 1 wzrastat od 35%, przez 50, 70 do 80%. W dorobku naukowym Doktorantki sa
jeszcze trzy prace opublikowane w indeksowanych czasopismach: Sensors (2020 r.),
Envioremental Chemistry Letters (2019 r.), Bioelectrochemistry (2018 r.) oraz jedna
przygotowana do druku. Sumaryczny IF tych prac wynosi 13.919, a liczba punktéw MNiSW:
300. Pani mgr Kamila Morawska byta rowniez wspotautorka jednej publikacji
pokonferencyjnej oraz szesciu rozdzialdow w monografiach, w tym jednego opublikowanego
w Wydawnictwie Elsevier (2021 r.). Wyniki swoich badan prezentowata na konferencjach
krajowych i1 migedzynarodowych w postaci doniesien ustnych (14 wystapien) i w postaci
posteréw (11 prezentacji). Doktorantka doskonalita warsztat naukowy odbywajac cztery staze
zagraniczne w Rumunii 1 na Wegrzech. O postgpujacym rozwoju naukowym Pani mgr Kamili
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Morawskiej $wiadczy rowniez powierzenie Jej obowigzkow recenzenta dwoch publikacji
w renomowanym czasopismie Journal of Electroanalytical Chemistry.

Podsumowujac charakterystyke sylwetki naukowej Pani mgr Kamili Morawskiej
stwierdzam, ze Jej dane bibliometryczne obejmujgce siedem opublikowanych prac
o sumarycznym IF wynoszacym 31.298 i liczbie punktow MNiSW 740, liczbie cytowan (bez
autocytowan) wedtug stanu na dzien 21.05.2021 r.: 22 oraz Indeksie Hirsha; 3 sg jak na mtoda
osob¢ imponujace, potwierdzaja zaangazowanie w prac¢ naukowa i sg bardzo dobrym
prognostykiem na przysztos¢.

Ocena formalno-merytoryczna pracy

Tematyka badawcza Pani mgr Kamili Morawskiej dotyczy zastosowania technik
woltamperometrycznych w elektroanalizie wybranych zwigzkow chemicznych zaliczanych do
pestycydow (laktofen 1 metoksyfenozyd), lekow (lamotrygina) oraz naturalnych antyutleniaczy
(sezamol). Doktorantka postawita przed soba dwa $cisle okreslone cele. Pierwszy z nich
dotyczyt opracowania woltamperometrycznych metod ich oznaczania z zastosowaniem
techniki fali prostokatnej (SWV) oraz okreslenie wlasciwosci elektrochemicznych przy uzyciu
woltamperometrii cyklicznej (CV). Badania byly realizowane w roztworach wodnych
o zoptymalizowanym sktadzie: w kwasie solnym, w buforach Brittona-Robinsona,
boranowym, w chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS) na elektrodach pracujacych
wykonanych ze szklistego wegla (GCE), diamentu domieszkowanego borem (BDDE) 1 srebra
z odnawialnym filmem amalgamatu srebra (Hg(Ag)FE). Opracowane procedury cechuje
wysoka czuto$¢ oraz niskie granice wykrywalno$ci 1 oznaczalno$ci. Podjecie tej tematyki jest
wedlug mnie uzasadnione i wpisuje si¢ w nurt poszukiwania nowych, skutecznych
i precyzyjnych metod identyfikacji i oznaczania zwigzkoéw biochemicznie czynnych,
szczegoblnie takich, ktore moga stanowi¢ zagrozenie dla cztowieka i srodowiska naturalnego.
Drugim celem naukowym Doktorantki byta analiza interakcji z DNA tych sposrod badanych
substancji, ktore przenikajg do srodowiska i1 stanowig potencjalne zagrozenie szczegolnie dla
organizmow wodnych. Jest to zagadnienie bardzo istotne i dotyczy wyjasniania mechanizmu
terapeutycznego 1 toksycznego oddziatywania lekéw i innych substancji biochemicznie
czynnych z ukladami biologicznymi, szczeg6élnie z kwasami nukleinowymi. Takie interakcje
mogg prowadzi¢ do zmiany konformacji DNA, przerwania procesu transkrypcji i mutacji
genow. Do wyjasniania tego typu oddziatywan stosowane sg roznorodne techniki pomiarowe,
glownie chromatograficzne 1 spektroskopowe. W ostatnich latach, jak pisze Doktorantka
w swoich pracach, wzrasta zainteresowanie badaniami elektrochemicznymi ukierunkowanymi
na wyjasnienie oddziatlywania lekow 1 innych molekut z DNA. Wynika to z ich wysokiej
czutosci 1 selektywnosci oraz stosunkowo niewielkich kosztow. Najwazniejsze jest jednak
podobienstwo pomiedzy reakcjami elektrodowymi i1 procesami redoks zachodzacymi
w zywych organizmach. W wyjasnianiu interakcji pomigdzy DNA 1 substancjami
biochemicznie czynnymi z zastosowaniem technik woltamperometrycznych ma zatem swoj
udziat Doktorantka i caty zesp6t Pana Profesora Witolda Ciesielskiego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 102 strony i rozpoczyna si¢ spisem tresci
oraz wykazem skrotow stosowanych w tekscie. Gléwng jej czg$cig jest 30-stronicowy
autoreferat, w ktorym Doktorantka w sposob niezwykle syntetyczny przedstawita wyniki badan
opublikowane w cyklu czterech spojnych tematycznie prac bedacych podstawa do ubiegania
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si¢ o stopien doktora nauk chemicznych. W bibliografii sg one opatrzone kolejno numerami 18,
24,31 1 32, a w dorobku naukowym autorki widniejg pod numerami odpowiednio 3, 2, 41 1.
Konstrukcja autoreferatu jest przemys$lana, a tresci sg prezentowane w blokach tematycznych
dotyczacych wszystkich analizowanych substancji, bez omawiania kazdej z prac stanowigcych
osiggni¢cie naukowe. Dzigki takiemu podej$ciu mozliwe byto przedstawienie wielu wynikow
w rozdziale o niewielkiej objetosci. W mojej ocenie brakuje jednak nieco odrebnego podejscia
do kazdej z publikacji, a szczegdlnie omoOwienia wynikéw prezentowanych w postaci
tabelarycznej. Autoreferat rozpoczyna si¢ wstepem, w ktérym Doktorantka zwraca uwage na
postepujaca ,.chemizacj¢” otoczenia mierzong gwaltownym wzrostem liczby nowych
zwigzkéw chemicznych i zwigzane z tym zagrozenia dla organizmoéw zywych i Srodowiska.
Uzasadnia to konieczno$¢ rozwijania metod chemii analitycznej i opracowywania nowych
selektywnych 1 czutych procedur analitycznych, w tym roéwniez elektroanalitycznych. Moga
one by¢ takze z powodzeniem stosowane do badania interakcji z kwasem
deoksyrybonukleinowym (DNA). W drugiej czgsci autoreferatu Doktorantka przedstawila
tematyke 1 cel badan, ktore obejmuja aspekt analityczny zwigzany z opracowaniem
woltamperometrycznych metod oznaczania wybranych analitow oraz analize interakcji
zwigzek-DNA prowadzong dla substancji przenikajacych do $rodowiska i szczegdlnie
niebezpiecznych dla organizméw wodnych. Badania byly prowadzone technikami fali
prostokatnej 1 woltamperometrii cyklicznej na elektrodach pracujacych wykonanych z r6znych
materialow: szklistego wegla, amalgamowanego srebra czy diamentu domieszkowanego
borem. W dalszej czgséci autoreferatu Doktorantka przedstawita obiekty swoich badan. Zalazty
si¢ tu informacje na temat ich struktury, wlasciwosci, wystgpowania i zastosowania wraz
z odpowiednimi odno$nikami literaturowymi. Autorka przypisata rdwniez prace wiasne do
omawianych obiektow badan. W kolejnych fragmentach tej czgsci rozprawy autorka
przedstawila uklad pomiarowy ze szczegdlnym uwzglednieniem elektrod pracujacych,
elektrody odniesienia 1 pomocniczej. Zasadnicza cze$¢ autoreferatu  dotyczy
woltamperometrycznej analizy wybranych substancji biologicznie czynnych. Autorka omowita
kolejno badania wstepne zmierzajace do doboru optymalnego do badan poszczegdlnych
analitow elektrolitu podstawowego i jego odczynu, parametrow techniki fali prostokatnej
(SWV): amplitudy, czestotliwosci, kroku potencjatlu, a w przypadku laktofenu réwniez czasu
zat¢zania. Nie znalaztem tu jednak informacji uzasadniajacych dobor materialu elektrody
pracujacej dla badanych analitéw. Jedyna informacja na ten rodzaju stosowanej elektrody jest
zawarta w tabelach zbiorczych. W dalszej czes$ci autorka przedstawila wyniki walidacji
opracowanych procedur analitycznych uwzgledniajgce zakresy liniowo$ci, granice
wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci (LOQ) oraz analityczne zastosowanie opracowanych
procedur do oznaczania badanych substancji w probkach rzeczywistych: w oleju sezamowym,
w probkach wody wodociaggowej 1 rzecznej oraz w soku z winogron. Wyjatkiem byta
lamotrygina, w przypadku ktorej pominig¢to aspekt analityczny. Z danych zamieszczonych
w tabeli 4 wynika, Ze opracowane metody pozwalaja oznacza¢ badane anality na niskich
poziomach stezen siegajacych w przypadku laktofenu 3 x 10 mol L™ przy odzyskach rzedu
96 — 105% 1 z precyzja 2.5 — 8.0%. Ta czes$¢ autoreferatu zawiera rowniez informacje na temat
selektywnos$ci opracowanych procedur oznaczania laktofenu 1 metoksyfenozydu.

Kolejng czes¢ autoreferatu Doktorantka poswiecita badaniom proceséw elektrodowych
z udziatem analitow 1 przedstawila informacje mozliwe do uzyskania na podstawie analizy



krzywych CV: okreslenie stopnia odwracalnosci procesu elektrodowego, jego dyfuzyjnego
badz adsorpcyjnego charakteru. Z analizy danych zamieszczonych w tabeli 5 wynika,
ze w przypadku kazdego z analitow badany proces ma charakter nieodwracalny i dyfuzyjny lub
dyfuzyjno-adsorpcyjny (laktofen). Doktorantka nie komentuje jednak wynikow i nie podaje
dowodoéw  potwierdzajagcych  nieodwracalno§¢  procesu. Ze wzgledu na to,
ze woltamperometryczna analiza badanych substancji opiera si¢ na ich wlasciwosciach
elektrochemicznych, ten fragment autoreferatu powinien wedlug mnie poprzedza¢ czgsé
analityczng.

W ostatniej czgsci prezentacji wynikow Pani mgr Kamila Morawska przedstawita
problematyke interakcji lamotryginy, laktofenu i metoksyfenozydu z DNA. Badania byty
prowadzone technikami woltamperometrycznymi (SWV 1 CV) oraz z zastosowaniem
spektrofotometrii UV-Vis i1 obejmowatly oddziatywania z dwuniciowym DNA, a w przypadku
lamotryginy rowniez z jednoniciowym DNA. Informacje na ten temat uzyskiwano na
podstawie obnizania si¢ natezen pradow pikoOw oraz przesuwania potencjalow pikéw ich
utleniania lub redukcji (laktofen) w obecnosci DNA. Badania wykazaly mozliwo$¢ tworzenia
kompleksow analit-DNA, pozwolity na okreslenie rodzaju oddziatywan (interkalacyjne lub
elektrostatyczne), na  wyznaczenie stalych  wigzania, wspdlczynnikéw  dyfuzji
1 heterogenicznych statych szybkosci reakcji wymiany elektronu. Doktorantka stwierdzita,
ze obecnos¢ kwasdéw nukleinowych spowalnia procesy wymiany elektronu przez badane
substancje. Badania wykazaty, ze oddziatywanie dwuniciowego DNA z laktofenem moze by¢
zastosowane do oznaczania kwasow nukleinowych w zakresie niskich stezen (1.0 — 10.0 ppm).

W podsumowaniu autoreferatu Doktorantka stre$cita dokonania naukowe opisane
w czterech publikacjach i wykazata, ze postawione cele zostaty zrealizowane.

Autoreferat konczy spis odno$nikéw literaturowych zawierajacy 44 pozycje, w tym cztery
publikacje stanowiace recenzowany dorobek naukowy Doktorantki oraz streszczenie w jezyku
angielskim.

W uzupehiajacej czesci rozprawy doktorskiej Pani mgr Kamila Morawska przedstawita
swoj zyciorys, przebieg dotychczasowej pracy i osiggniecia naukowe z uwzglednieniem
sumarycznego zestawienia danych bibliometrycznych. Przedstawitlem je we wstgpnej czegsci
recenzji. Bardzo pomocne recenzentowi jest zataczenie tekstow publikacji stanowigcych
podstawe Dysertacji Doktorskiej, pozwalajace w szybki sposob zweryfikowaé dane
zamieszczone w autroeferacie. Prace konczg oswiadczenia wspotautorow publikacji o udziale
w ich powstanie.

W mojej ocenie struktura pracy, podzial tresci sg poprawne, logiczne 1 nie budzg
zastrzezen. Analiza tekstu rozprawy, a przede wsystkim publikacji stanowigcych osiggnigcie
naukowe Doktorantki pozwala stwierdzi¢, ze sformutowane cele naukowe zostalty w pelni
osiggnigte 1wnosza wiele nowych i cennych elementéw do rozwoju wspodiczesnej
elektroanalizy chemicznej. Opracowane procedury analityczne moga mie¢ praktyczne
zastosowanie do oznaczania sezamolu, laktofenu i metoksyfenozydu oraz DNA w prébkach
rzeczywistych, a oddzialywania laktofenu, metoksyfenozydu i lamotryginy z DNA do
wyjasniania mechanizmu toksycznego 1 terapeutycznego lekéw 1 innych substancji
biochemicznie czynnych z uktadami biologicznymi.



Obowigzkiem recenzenta jest zwrdci¢ uwage na najistotniejsze niedociggnigcia
dostrzezone podczas lektury rozprawy doktorskiej. Jest to zadanie trudne, poniewaz sprowadza
si¢ w istocie do ponownego recenzowania opublikowanych w recenzowanych czasopismach
prac. Uwagi krytyczne nie dotyczg spraw merytorycznych lecz s3 podyktowane chgcia
uzyskania dodatkowych informacji uzupelniajagcych lub korygujacych prezentowane
w autoreferacie tresci. Na najistotniejsze uwagi oczekuje odpowiedzi podczas publicznej
obrony rozprawy doktorskie;j.

o Str. 11. Doktorantka stwierdza, ze ,,pierwszy cel pracy mozna zdefiniowa¢ jako opracowanie
elektrochemicznych metod oznaczania wybranych zwigzkow chemicznych...”. Wedlug mnie
opracowane metody nalezg do wezszej grupy metod elektrochemicznych okre$lanych jako
woltamperometryczne.

oStr 12. Na Rys. 1 Doktorantka nie przedstawita sezamolu, lamotryginy i pozostatych
badanych substancji lecz ich wzory strukturalne.

o Str.15. Charakteryzujac uklad pomiarowy Doktorantka stwierdza, ze nasycona elektroda
chlorosrebrowa Ag/AgCl/ (3 mol L' KCI) stanowita elektrode odniesienia. Tego typu
sformutowania sg rowniez uzywane w publikacjach. Wedlug mnie podane stezenie KCl nie
moze dotyczy¢ roztworu nasyconego. Prosze rowniez o wyjasnienie, czym oprocz producenta
ro6znig si¢ elektrody ze szklistego wegla oznaczone jako GCE; i GCEo.

e Str. 20. Z danych dotyczacych walidacji opracowanych metod analitycznych zawartych
w Tabeli 3 wynika, ze wszystkie obliczone granice oznaczalnosci sa poza zakresem liniowosci.
Prosz¢ o komentarz.

oStr. 21. Omawiajac analityczne zastosowanie opracowanych procedur Doktorantka nie
wyjasnita sposobu ekstrakcji sezamolu. W autoreferacie nie znalaztem informacji, czy
w przypadku innych niz sezamol analitow stosowano metody odniesienia. Prosze tez
0 wyjasnienie, dlaczego w przypadku oznaczania metoksyfenozydu jako matryce zastosowano
wode z rzeki Ljubljanica (Stowenia), a do prob oznaczania laktofenu wystarczyla woda
z polskiej rzeki Mszanka.

o Str. 23. Opisujac selektywnos¢ opracowanych procedur Doktorantka podata informacje na
temat wptywu réznych interferentow na wyniki oznaczania laktofenu i metoksyfenozydu. Czy
tego typu badania byly rowniez prowadzone w przypadku sezamolu?

oStr. 24. W czgsci dotyczacej opisu procesow elektrodowych z udzialem analitow nie
znalaztem dowodow potwierdzajacych nieodwracalno$¢ procesu (Tabela 5) oraz informacji na
temat trwalosci tworzacych si¢ produktow 1 ewentualnego udzialu nastepczych reakcji
chemicznych. Czy brak piku powrotnego na krzywych CV jest jednoznacznym dowodem
nieodwracalno$ci procesu elektrodowego? Dlaczego nie scharakteryzowano w ten sposob
procesu redukcji laktofenu na Hg(Ag)FE (brak danych w Tabeli 5)? Czy Doktorantka stosowata
kryteria diagnostyczne wywodzace si¢ z techniki woltamperometrii cyklicznej? Czy
podejmowano proby okreslenia liczby wymienianych elektronéw? Ten fragment pracy jest
wedlug mnie odpowiedni do omowienia stalych szybkosci reakcji wymiany elektronu
podanych w Tabeli 6.

o Str 26. Dlaczego jedynie w przypadku lamotryginy badano interakcje z jednoniciowym DNA
(ssDNA). Czy w przypadku pozostatych analitow tez to jest mozliwe? Prosze tez o wyjasnienie,
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dlaczego nie wyznaczono wspotczynnikéw dyfuzji dla laktofenu i jego polgczenia z dsDNA
(Tabela 6), stalej wigzania i energii swobodnej Gibbsa (Tabela 7) oraz dlaczego nie okreslono
liczby koordynacyjnej dla potaczenia metoksyfenozyd-DNA (str. 30).

Pomimo wymienionych uwag do tekstu recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr
Kamili Morawskiej oceniam jg bardzo wysoko. Swoja ocen¢ opieram przede wszystkim na
jakosci wynikéw przedstawionych w publikacjach oraz ich przydatnosci do rozwigzywania
problemdw analitycznych i biochemicznych.

Podsumowanie

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Kamili
Morawskiej spelnia wymagania zawarte w artykule 187 ustep 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478). Stanowi ona oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza ogdlna wiedze teoretyczng Kandydatki, a takze
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiazku z tym zwracam si¢ do
Komisji Uniwersytetu £.odzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne
z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Kamili Morawskiej do dalszych
etapdéw przewodu doktorskiego.

Biorge pod uwage znaczny dorobek naukowy Doktorantki zawierajacy istotne elementy
nowosci naukowej i aspekt praktycznego zastosowania, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy
doktorskiej Pani mgr Kamili Morawskiej stosownag nagroda.
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