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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Pilz: ,,Application of
Fluorescence Correlation Spectroscopy to biology and medicine: structural

studies of the biological matter”

Konstruowanie biofizycznych, molekularnych modeli strukturalnych
uktadéw biologicznych, takich jak polimery biologiczne (biatka, kwasy
nukleinowe, lipidy i ich kompleksy), komérki i tkanki, odgrywa kluczows role
w wyjasnianiu mechanizméw ich funkcjonowania w procesach biologicznych i
stanowi jedno z podstawowych Zrédet informacji w racjonalnym projektowaniu
srodké6w chemioterapeutycznych (rational drug design), w szczegblnosci
przeciwnowotworowych. W tym szerokim nurcie badan z wykorzystaniem
metodologii z zakresu fizyki, chemii i biologii miesci si¢ rozprawa doktorska
mgr Marty Pilz, wykonana w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii
Nauk, w Zespole badawczym Fizykochemii Migkkiej Materii kierowanym przez
prof. dr hab. Roberta Hotysta. Prof. Robert Holyst jest promotorem rozprawy
wraz z promotorem pomocniczym, dr Karing Kwapiszewska.

Punktem wyjscia biofizycznych badan do$wiadczalnych obiektow
biologicznych jest wybdr odpowiednich metod, zazwyczaj fizycznych, oraz
modelu lub modeli badanych uktadéw, najczgsciej molekularnych, ktore daja

podstawy teoretycznego uj¢cia uzyskanych wynikéw eksperymentalnych, a



jednocze$nie sg przez te wyniki weryfikowane. Podstawowa metoda badawcza
wykorzystang przez autorke rozprawy jest spektroskopia korelacji fluorescencji
FCS (fluorescence correlation spectroscopy). Metoda zostata opracowana
relatywnie niedawno pod wzgledem teoretycznym i do$wiadczalnej realizacji.
Wiaze si¢ z publikacjami w Physical Review Letters (1972) i Biopolymers z
1974 r., w ktorych wspétautorami sg Elliot L. Elson, Douglas Magde i Watt W.
Webb z Cornell University (USA). Przetomowym krokiem w zastosowaniach
FCS okazato si¢ wykorzystanie detekcji konfokalnej, opisane w cyklu prac
Riglera i wsp. z Karolinska Institutet (Szwecja), opublikowanych w latach 90-
tych ubiegtego wieku. Tym samym doktorantka wpisuje si¢ w wazny i aktualny
nurt badan biofizycznych.

Napisana w jezyku angielskim rozprawa doktorska mgr Marty Pilz jest
oparta na trzech zespotowych pracach, opublikowanych w latach 2019 — 2021
w recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz jednej pracy
wystanej do druku (autorka rozprawy jest ponadto wspdtautorka dwoéch
dalszych publikacji i jednego zgloszenia patentowego). Warto podkresli¢, ze
zZwigzana z rozprawa praca, w ktérej] mgr Marta Pilz jest pierwszym autorem
ukazata si¢ w renomowanym czasopi§mie Nanoscale, impact factor 7,79 i
zostata wyrdzniona przez redaktora w ramach ,recent breakthroughs in
nanobiotechnology .

Podstawowe cele pracy sg jasno i wyczerpujaco przedstawione we
wstepnym rozdziale (Imtroduction), po ktérym nastgpuje szczegdtowe
omowienie metody FCS. Wyniki (rozdzialy 3, 4 i1 5) sa zaprezentowane dla
kolejno badanych obiektéw. Rozprawa dotyczy zagadnien strukturalnych trzech
rodzajéw uktadéw biologicznych: biatek, komérek w hodowli in vitro i
macierzy pozakomorkowej, powigzanych poprzez zastosowanie spektroskopii

FCS:



(1) dyfuzja translacyjna albuminy z surowicy wotowej BSA (bovine serum
albumun) 1 dehydrogenazy mleczanowej LDH (lactate lub lactic
dehydrogenase), znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym ATTO 488, w
buforze PBS oraz wptyw dodawania trimtyloaminy (TMA) albo N-tlenku
trimetyloaminy (TMAO) na wyznaczane wspoéiczynniki dyfuzji obu biatek w
kontekscie ich globalnej struktury (denaturacja, degradacja);

(2) dyfuzja dwu réznych co do wielkos$ci nanoprébnikoéw, tetrametylorodamina-
dekstranu (TRITC-dextran) o masie czasteczkowej 4,4 kDa i o masie
czasteczkowej 155 kDa, w cytoplazmie komoérek HelLa w hodowlach
dwuwymiarowych (monowarstwy 2D) i tréjwymiarowych (sferoidy 3D),
obrazowanie fluorescencyjne mikrotubuli i retikulum endoplazmatycznego oraz
wptyw rodzaju hodowli na ekspresj¢ polimerazy naprawczej DNA, PARP1
(poly(ADP-ribose) polimerase), z wykorzystaniem fluoryzujacego olaparibu,
analogu inhibitora enzymu;

(3) dyfuzja siedmiu nanoprébnikéw, czterech typu TRITC-dextran (od 4,4 kDa
do 155 kDa) oraz trzech nanoczastek krzemowych pokrytych glikolem
polietylenowym (wymiary od 20,6 nm do 110 nm) w macierzy pozakomdrkowe;j
(ECM) sferoidow komérek nowotworowych HelLa i MCF-7 oraz fibroblastow
tkanki tagcznej i Sledzenie czasowych zmian struktury ECM sferoidéw HeL a.

W kazdym z tych trzech omawianych zagadnien autorka rozprawy uzyskata
interesujace wyniki. Wymieniam oczywiscie tylko niektére z nich, te ktore
wydaja mi si¢ szczegélnie istotne. Po pierwsze, doktorantka wykazata
degradujace biatka wlasnosci TMA, ale nie TMAO. Po drugie, hodowle
komoérkowe 3D wydajg si¢ charakteryzowaé wigksza ekspresjg biatka w
porownaniu z hodowlami 2D, przy jednakowej nanolepkoS$ci wewnatrz
komoérek obu typow hodowli. Po trzecie, uzyskane dane dla dyfuzji w ztozonym
systemie macierzy pozakomoérkowej ECM potwierdzaja model opisujacy

zalezno$¢ lepkosci od promienia Stokesa dyfundujacej nanosondy.



Cata prace cechuje wysoka dbatos¢ o wiasciwy dobor warunkow
eksperymentalnych i wykonywanie pomiaréw kontrolnych. W 12 zafacznikach
(Al + Al12) zostaly zamieszczone procedury eksperymentalne, zar6wno w
zakresie eksperymentéw FCS, takich jak dobor parametréw pomiarowych (FCS
setup), kalibracja objetosci konfokalnej z wykorzystaniem dyfuzji rodaminy
110, jak i protokoty przygotowywania znakowanych biatek do badafi w buforze,
przygotowywania dwu- i tréjwymiarowych hodowli komérkowych, immuno-
wybarwiania  struktur ~ wewnatrzkomérkowych i  bialek  macierzy
pozakomérkowej, wprowadzanie nanoznacznikéw do wnetrza komorek 1 do
macierzy pozakomoérkowej oraz sprawdzanie cytotoksyczno$ci wprowadzanych
sond metoda MTT. Analiza statystyczna wynikow ma charakter standardowy,
aczkolwiek w zestawieniu z wyzej wymienionymi, szczegbétowo opisanymi
procedurami, zabraklo mi nieco szerszej analizy wptywu poszczegolnych
parametréw fitowania (amplituda sktadowej trypletowej T, czas zycia trypletu
1, liczba czasteczek w objetosci konfokalnej, parametr ksztattu objetosci
konfokalnej «) na przebieg funkcji autokorelacji. W procedurze A2 na str. 111
doktorantka podaje: ,,Collected data I analysed by using self-written Python
script’, ale nie podaje, czy skrypt umozliwial sam proces nieliniowego
fitowania krzywych teoretycznych do punktow doswiadczalnych oraz
wyznaczania odchylen residualnych (?)

Praca odznacza sie duzg staranno$cia w opracowaniu wynikéw, w
formutowaniu wnioskéw i ich uzasadnianiu, co odzwierciedla przejrzysty
sposob prezentacji w formie trzech rozdziatéw, z ktérych kazdy dotyczy
jednego okre$lonego obiektu biologicznego, jest poprzedzony wstgpem i
zakoriczony wnioskami. Sumaryczne, trzystronicowe podsumowanie ogolne
(rozdz. 6: Summary) zostalo zamieszczone na koncu rozprawy. Doktorantka
opisuje ponadto wstepne wyniki eksperymentéw (podrozdziaty Further

directions), ktére wskazujg potencjalne kierunki dalszych badan. W podrozdz.



4.7 sa to wyniki obrazowania w komérkach HelLa znakowanej fluorescencyjnie
eribuliny, inhibitora mikrotubuli i leku przeciw rakowi piersi. Podrozdz. 5.10
dotyczy wyznaczania wspdtczynnika dyfuzji TRICT-dextran 155 kDa w
macierzy pozakomoérkowej potaczonej hodowli 1:1 sferoidéw Hela i
fibroblastow.

Zauwazone braki i niejasno$ci nie majag wplywu na wysokg wartos¢
merytoryczng rozprawy. Przytaczam je giéwnie z obowigzku recenzenta:
- chetnie przeczytatbym wigcej informacji (bez siggania do prac zrédtowych) o
zatozeniach modelu ,,/engh-scale dependent viscosity model”, ktory autorka
rozprawy zastosowata do analizy dyfuzji w macierzy pozakomoérkowej, np. w
formie osobnego zatacznika na wzoér zalgcznikbw z  procedurami
eksperymentalnymi (A1 + A12);
- wzor 2.5 str. 14: brak kwadratu przy oo; ponadto warto byto poda¢ odno$nik
do wzoru na objetos$¢ konfokalna, ktérego wyprowadzenie nie jest trywialne;
- str. 23, 24, 29: kolizja oznaczen; chyba powinno by¢ r, (promien
hydrodynamiczny biatka) zamiast Ry, (promien hydrodynamiczny usieciowania
polimerowego ECM);
- str. 25: wyznaczony stosunek wartosci wspotczynnika dyfuzji D dla BSA i
LDH o dwukrotnie wickszej masie czgsteczkowej wynosi maksymalnie 1,064
(po ,korzystnym” uwzglednieniu bledow doswiadczalnych), podczas gdy
analogiczny stosunek, przytoczony w cytowanej w rozprawie pracy Zuk et al.
Biophys, J. 115, 782, 2018 wynosi 1,196, zreszta zgodnie z promieniami obu
biatek globularnych, ktéore mozna oszacowa¢ na podstawie ich mas
czasteczkowych; warto byto skomentowaé ten wynik;
- str. 50/51 Fig 4.9: pozadany bylby jeszcze jeden dodatkowy punkt
doswiadczalny dla wartosci r, pomiedzy 2,5 nm i 8,6 nm;
- brakuje oznaczen i rozwinigcia skrétéw MTT i MCF-7 na liscie (zaktadka do

ksigzeczki z tekstem rozprawy).



Podsumowujac, podjeta w pracy doktorskiej problematyka badawcza ma
w wymiarze og6lnym istotne znaczenie dla rozwoju zastosowania spektroskopii
FCS do analizy wiasno$ci obiektéw biologicznych, a takze wnosi nowe,
szczegotowe informacje strukturalne dotyczace badanych biatek, komérek i
macierzy pozakomodrkowej. Szczegdtowe cele rozprawy w formie jasno ujetych
tez zostalty moim zdaniem w pelni zrealizowane. Drobne niedociggniecia nie
wplywaja na bardzo dobra ocene recenzowanej pracy. Rozprawa doktorska
mgr Marty Pilz spetnia zar6wno ustawowe kryteria okre§lone w art. 187 ustawy
z dn. 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. poz.
1668 ze zm.), jak i wymogi zwyczajowe, powszechnie przyjete w Srodowisku
naukowym do oceny rozpraw doktorskich o tematyce z zakresu nauk
przyrodniczych. W zwiazku z tym, wnioskuje o dopuszczenie mgr Marty Pilz

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



