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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Karoliny Kucharskiej
zatytulowanej ,,Complex formation of small ligands with nucleic acids”

Rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Kucharskiej zostata przygotowana w Instytucie
Chemii Fizycznej PAN. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Robert Hotyst, a promotorem
pomocniczym dr Tomasz Kalwarczyk. Zagadnienia dotyczace oddzialywan miedzy
komponentami wewnatrzkomérkowymi oraz ich interakcji z lekami, a takze rozwijanie metod
ich ilosciowego pomiaru, od lat stanowig z powodzeniem przedmiot badan grupy prof. R.
Hotysta. Praca doktorska mgr inz. Karoliny Kucharskiej stanowi ich owocne rozwinigcie.

Ocena formalna

Wiyniki osiagnigte przez Doktorantke zostaty juz cze¢$ciowo opublikowane w czterech
czasopismach naukowych o zasieggu migdzynarodowym. Wyniki opisane w trzech z nich
stanowig podstawe ocenianej rozprawy. W jednym przypadku p. mgr inz. Karolina Kucharska
jest pierwsza autorkg, w innym druga, a w trzecim znajduje si¢ na dalszym miejscu.

Rozprawa jest napisana w formie tradycyjnej, zrozumiata angielszczyzng. Poza
kilkoma btedami jezykowymi, ktore wymieniam z obowigzku pod koniec recenzji, jezyk jest
poprawny gramatycznie, stylistycznie i interpunkcyjnie. Zgodnie z obecng konwencjg w
postepowaniach awansowych, w rozprawie zastosowano czesto pierwszg osobe liczby
pojedynczej, aby odrozni¢ wkiad wiasny od wynikéw innych osob, co bardzo utatwia ocene.
Autorka zamie$cita przydatne listy skrotow, rysunkéw 1 tabel. Rozprawa ma uktad typowy dla
wspotczesnych publikacji naukowych i zawiera: Introduction, Materials and methods, Results
and discussion, podsumowanie zatytutowane Main results, conclusions and future prospects,
oraz Bibliography (obejmujaca ok. czterysta odno$nikéw). Praca liczy sto dziewigcdziesiat
cztery strony, jest opatrzona Spisem tresci oraz Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Introduction obejmuje bardzo obszerny i poglebiony przeglad informacji literaturowych, z
podkresleniem biochemicznego zrozumienia badanych procesoéw, aspektow terapeutycznych
badanych uktadéw oraz putapek metodologicznych.

W kwestii praw autorskich - podczas obrony chcialabym si¢ upewnié, ze Autorka
posiada zgodg (np. ze strony internetowej wydawcow) na reprodukcje W rozprawie rysunkow
skopiowanych z artykuléw naukowych lub ze rysunki te sg dostepne na licencji Creative
Commons (wtedy wystarczy cytowanie). Przyktadowo, Fig. 16. 1 17. sa skopiowanymi
fragmentami lub rysunkami z zacytowanych artykutow.

Zasadniczg watpliwos¢ formalng budzi to, ze w rozprawie nie ma pod/rozdziatu ,,Aim
of the work”, ,,Objectives”, ,,Goal of the work™ itp. Cele rozprawy sa rozproszone po tekscie.
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Najblizej formalnego sformutowania celu jest poczatek Results and discussion (str. 96): ,,In
this thesis, I focus on the kinetic analysis of several key reactions”, ,,My research focused on
studying the interactions between intercalators and nucleic acids ... to determine their
consecutive equilibrium constants.” Dochodza tu kolejne elementy: powtorzenie badan
wigzania antracyklin w 36 °C oraz badanie celéw molekularnych YO-PRO-1 i1 oddzialywania
z tRNA. W Abstrakcie mozna odtworzy¢ cztery faktyczne obszary pracy: (1) wyznaczenie
statych rownowagowych wigzania barwnikow cyjaninowych (2) oraz antracyklin, (3)
fotowybielanie YO-PRO-1 zwigzanego z immobilizowanym DNA, (4) identyfikacja targetow
YO-PRO-1. Dalej pojawiajg si¢ juz tylko cele poszczegolnych eksperymentow, np. ,,The goal

. was to study the mechanisms of the reactions” (str. 98), ,the ultimate goal was to
characterise the reactions quantitatively by determining equilibrium constants.” (str. 119). Jest
tez miejsce, gdzie jest testowana hipoteza, lecz stowo to odnosi si¢ tutaj bezposrednio do
eksperymentu, a nie do nadrzednej hipotezy rozprawy (str. 104; “To confirm the hypothesis
that YO-PRO-1 dye follows a single, mono-intercalation mechanism, and that YOYO-1 dye
intercalates in two separate modes of interactions...”); fragment ten pojawia si¢ dopiero w
Results and discussion. Ponadto dla YOYO-1 trudno moéwié¢ o pytaniu badawczym, skoro w
Introduction Autorka opisuje bis-interkalacje jako znang. Jest tez fragment przypominajacy
hipoteze w czg¢sci o targetach koméorkowych YO-PRO-1 (str. 149). Obserwacja intensywnego
barwienia jaderka prowadzi Autorke do przypuszczenia, ze rybosomy lub ich podjednostki
moga by¢ celem YO-PRO-1. Mozna zrekonstruowaé jeszcze jedng hipoteze, ze temperatura
wplywa na state rownowagi, ale Autorka nie formuluje jej explicite.

Jest to realny mankament kompozycji rozprawy. W doktoracie obejmujacym kilka
do$¢ luzno polaczonych blokow eksperymentalnych brak jasno zdefiniowanego celu
glownego i/lub celow szczegdtowych utrudnia oceng, w jakim stopniu rozprawa realizuje
pierwotnie postawione zamierzenia badawcze - co praca miata zweryfikowac, a co byto
eksploracyjnym pomiarem powigkszajacym zbior danych.

Mimo powyzszych uwag strone formalng rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny
Kucharskiej mozna zaakceptowac.

Ocena merytoryczna
Mocne merytoryczne i metodologiczne strony rozprawy

Do najwazniejszych zalet rozprawy nalezy przede wszystkim ogromny zakres
wykonanej zaawansowanej pracy eksperymentalnej oraz jej elegancki naukowo,
systematyczny, iloSciowy charakter. Przedstawione badania obejmuja kilka powigzanych ze
sobg zagadnien dotyczacych oddzialywan matych czasteczek z kwasami nukleinowymi:
precyzyjne wyznaczanie statych réwnowagi kompleksowania barwnikéw cyjaninowych
I antracyklin z DNA, analiz¢ mechanizmu molekularnego wiagzania YOYO-1, ilosciowe
badanie oddziatywania YO-PRO-1 z tRNA, a takze eksperymenty ciggtego fotowybielania z
immobilizowanym A-DNA oraz poszukiwanie biologicznych celow YO-PRO-1. Co istotne,
nie sa to pojedyncze obserwacje o charakterze jakosciowym, lecz rozbudowane serie
pomiarowe, z wnikliwg analizg i wyrugowaniem artefaktow aparaturowych, prowadzace do
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wyznaczenia parametréw fizykochemicznych badanych uktadéw. Sama struktura rozprawy
pokazuje szeroki zakres czgsci eksperymentalne;.

Na szczegbdlne podkreslenie zasluguje zaawansowanie zastosowanego warsztatu
eksperymentalnego. Gtownym narzedziem badawczym jest spektroskopia korelacji
fluorescencji (FCS), wykorzystana w potaczeniu z analizg jasno$ci molekularnej, pomiarami
przy r6znych polaryzacjach $§wiatla oraz eksperymentami ciggltego fotowybielania dla probki
unieruchomionej w zelu. Sa to techniki wymagajace bardzo dobrego rozumienia i kontroli
aparatury, warunkéw pomiarowych oraz fotofizyki stosowanych fluoroforow. Autorka
prowadzi pomiary w zakresie st¢zen nanomolarnych, a wiec w rezimie, w ktérym niewielkie
odchylenia parametrow optycznych, niedoktadnos¢ kalibracji czy niekontrolowane
fotowybielanie mogg w istotny sposéb wptywaé na wynik koncowy. Z tego punktu widzenia
bardzo mocng strong pracy jest poprzedzanie wlasciwych eksperymentow wyczerpujacymi
seriami kontrolnymi warunkéw wzbudzenia, np. dla barwnikow cyjaninowych Autorka
eksperymentalnie wyznaczyla zakres mocy lasera, w ktorym sygnal pozostawal liniowo
zalezny od mocy wzbudzenia i nie obserwowano jeszcze istotnego fotowybielania,
przyjmujac nastgpnie 30 uW dla YO-PRO-11 50 uW dla YOYO-1.

Bardzo dobra strona metodologiczng jest rowniez sposob kalibracji uktadu FCS, ktora
prowadzono z wykorzystaniem rodaminy 110 o znanym wspotczynniku dyfuzji, w
temperaturach 25 °C i 36 °C. Autorka wykonala 24 indywidualne pomiary kalibracyjne, a
nastepnie analizowata funkcje autokorelacji przy uzyciu modelu uwzgledniajacego dyfuzje
oraz stan trypletowy. Na tej podstawie wyznaczata rozmiar i efektywng objetos¢ ogniska
konfokalnego. Waznym elementem $§wiadczgcym o samodzielnosci warsztatowej Doktorantki
jest fakt, ze dane eksportowane z aparatury byly analizowane przy uzyciu samodzielnie
napisanych skryptow w jezyku Python, z zastosowaniem nieliniowego dopasowania metoda
najmniejszych kwadratow. Takie podejScie wymaga nie tylko sprawnos$ci eksperymentalne;j,
lecz réwniez rozumienia modeli fizycznych opisujacych pomiary 1 umiejetnosci ich
implementacji numeryczne;j.

Za bardzo istotng warto$¢ rozprawy uwazam zastosowanie opracowanej w grupie prof.
Roberta Hotysta metody analizy jasnosci “Brightness Analysis Method (BAM)” do
ilosciowego opisu tworzenia kompleksow, ktora wykorzystuje zmiang jasnosci molekularnej
fluoroforu po utworzeniu kompleksu interkalacyjnego i pozwala wyznacza¢ state rtOwnowagi
w zakresie bardzo niskich stezen. W rozprawie nie ograniczono si¢ do pordOwnania
catkowitych intensywnos$ci fluorescencji, lecz dla kolejnych eksperymentéw obliczano
jasno$ci molekularne wolnych ligandow i kompleksow, a nastepnie wykorzystywano je do
dopasowania odpowiednich modeli rownowagowych. W przypadku YOYO-1 analiza
uwzgledniala dwa etapy oddziatywania z DNA, odpowiadajace formom mono- i bis-
interkalowanym, i doprowadzila do wyznaczenia parametrow opisujacych kolejne stany.
Stanowi to bardziej adekwatny sposéb opisu badanego uktadu kwas nukleinowy:ligand niz
traktowanie wigzania barwnika z DNA jako pojedynczego procesu rownowagowego.

Mocng strong rozprawy jest ponadto ogromna ilo§¢ przedstawionych danych
pierwotnych i powtdrzen eksperymentalnych. Wyniki nie zostaty sprowadzone wytacznie do
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kilku wykresoOw reprezentatywnych 1 koncowych wartosci. W pracy zamieszczono dane z
kolejnych serii miareczkowania, wartosci intensywnosci, jasnosci molekularnej, wyniki
kolejnych dopasowan oraz zestawienia wartosci srednich. Dotyczy to zarowno doswiadczen z
YO-PRO-1 i YOYO-1, jak 1 antracyklin oraz eksperymentéw polaryzacyjnych
| fotowybielania. Taki sposob prezentacji umozliwia oceng¢ rzeczywistego rozrzutu danych
I powtarzalnosci eksperymentow. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku metod opartych na
pomiarach fluorescencyjnych na poziomie pojedynczych molekul, dla ktérych zmiennosé
pomigdzy seriami pomiarowymi jest wazng cze$cig informacji eksperymentalnej. Wida¢ w
tym ogromny naktad pracy Doktorantki.

Za najbardziej oryginalng metodologicznie cz¢$¢ rozprawy uwazam eksperymenty z
immobilizowanym A-DNA kompleksowanym przez YO-PRO-1, potaczone z kontrolg
polaryzacji $wiatta wzbudzajacego i ciggtlym wybielaniem fluorescencji. Autorka zastosowata
to sprytne potaczenie metody FCS z obrazowaniem konfokalnym, aby wyznaczy¢, jaka cze$¢
fluoroforow znajdujacych si¢ fizycznie w obszarze wzbudzenia rzeczywiscie wnosi wktad do
obserwowanego sygnatu, jesli swoboda orientacji przestrzennej fluoroforu jest ograniczona w
zelu. W tym celu potaczono kalibracje objetosci konfokalnej, pomiar jasnosci molekularnej
kompleksu DNA-YO-PRO-1 w roztworze, oszacowanie teoretycznej liczby kompleksow
znajdujacych si¢ w objetosci obserwacji oraz eksperymenty wybielania dla polaryzacji
liniowej 1 kotowej, prowadzone w dwoch temperaturach. Wyniki tej czgsci wskazuja, ze w
zastosowanych warunkach efektywnemu fotowybielaniu ulegalo przeci¢tnie jedynie okoto
potowy immobilizowanych kompleksow DNA-YO-PRO-1, podczas gdy pozostala frakcja
nie wnosita porownywalnego wktadu do obserwowanego zaniku fluorescencji. Co wazne, dla
polaryzacji liniowej $redni udzial kompleksow, ktore ulegly fotowybieleniu wynosit okoto
60% zardwno przy 25 °C, jak 1 36 °C, natomiast dla polaryzacji kotowej byt nizszy 1 wynosit
okoto 50%. Sam pomyst eksperymentalnego oszacowania ,,widzialnej” frakcji fluoroforow w
uktadzie immobilizowanym uwazam za bardzo ciekawy i potencjalnie istotny dla iloSciowej
interpretacji doswiadczen fluorescencyjnych. Nalezy oczywiscie zachowaé ostrozno$¢ w
utozsamianiu frakcji, ktora nie zostala wybielona z fluoroforami niewzbudzanymi z powodu
niekorzystnej orientacji momentu dipolowego. Na wynik moga wpltywaé rowniez inne
czynniki fotofizyczne i eksperymentalne. Warto jednak podkresli¢, ze Autorka w czesci
podsumowujacej dopuszcza zaréwno niekorzystng orientacj¢, jak 1 niewystarczajace
wzbudzenie oraz wskazuje potrzebe dalszych pomiarow polaryzacyjnych. Tym samym jest to
ciekawy wynik metodologiczny.

Bardzo warto$ciowym elementem rozprawy jest takze ilosciowe wykazanie
oddziatywania YO-PRO-1 z tRNA. Znaczenie tej czeSci wykracza poza samo jako$ciowe
stwierdzenie, ze YO-PRO-1 moze wigza¢ RNA. Dla konkretnego tRNA przeprowadzono
pomiary pozwalajace oszacowa¢ zardwno powinowactwo, jak 1 jasno$¢ molekularng
kompleksu. Wyznaczona w rozprawie stata rownowagowa dla oddzialywania YO-PRO-1 z
tRNA w 36 °C jest rzedu 10° [M-1], a wigc tego samego rzedu co dla YO-PRO-1 z DNA w
tej samej temperaturze. Jednoczesnie kompleks z tRNA charakteryzuje si¢ wyraznie wigksza
jasno$cia molekularng. Jest to rezultat interesujacy zaréwno z punktu widzenia fotofizyki
barwnika, jak i jego potencjalnego wykorzystania jako sondy biologicznej.
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Punktem wyjscia badan RNA byta obserwacja podczas obrazowania komorek HelLa:
mimo ze YO-PRO-1 jest powszechnie traktowany jako barwnik oddzialujacy z dwuniciowym
DNA, zaobserwowano wyrazne barwienie cytoplazmy 1 jaderka, natomiast nie
zaobserwowano charakterystycznego barwienia DNA jadrowego. Ta obserwacja zostala
potraktowana jako punkt wyjScia do kolejnych eksperymentow, obejmujacych lizaty
komorkowe, probki trawione RNaza, catkowitg pule RNA oraz tRNA. Co pozytywne, rezultat
niespetniajacy poczatkowego oczekiwania nie zostal potraktowany jako artefakt do
pominigcia, lecz doprowadzit do sformulowania nowej hipotezy i jej eksperymentalnego
sprawdzenia. Jednocze$nie Autorka jest $wiadoma ograniczen metody, gdyz zauwaza, ze W
przypadku ztozonego lizatu komodrkowego ze wzgledu na obecno$¢ wielu sktadnikow
fluorescencyjnych nie byto mozliwe wiarygodne dopasowanie funkcji autokorelacji.

Pozytywnie oceniam réwniez systematyczne poroéwnanie stalych rownowagowych
wigzania w 25 °C 1 36 °C. Zastosowanie tego samego uktadu pomiarowego i analogicznej
procedury daje mozliwo$¢ oceny wptywu temperatury na parametry tworzenia kompleksow.
Nawet jezeli obserwowane roznice temperaturowe nie s3 duze 1 interpretacja wymaga
ostroznosci, samo eksperymentalne porownanie jest bardzo wartosciowe.

Podsumowujac, rozprawa prezentuje potgczenie ogromnej systematycznej pracy
eksperymentalnej z zaawansowanym warsztatem pomiarowym i ilosciowag analizg danych.
Autorka wykazata zar6wno umiejetno$¢ prowadzenia wymagajacych pomiarow,
optymalizacji warunkow, jak i analizy danych z wykorzystaniem wilasnych skryptow oraz
stosowania modeli matematycznych do wyznaczania parametrow rownowagowych.
Rozprawa ma zaréwno warto$¢ poznawcza, jak i wnosi nowe komponenty metodologiczne.

Watpliwosci merytoryczne

1. Model drugiego etapu wigzania ligandow do kwasdéw nukleinowych (str. 91). Jest to
najpowazniejszy problem merytoryczny w rozprawie. Autorka pisze, ze drugi etap tworzenia
kompleksu to przylaczenie kolejnego fragmentu lub kolejnej czasteczki antracykliny do
kompleksu DNA-L1, ale rownanie na K, zapisuje jako: NA + NA-L1 = NA-L2, a wigc w
definicji K, po lewej stronie wystepuje wolny kwas nukleinowy (NA) zamiast wolnego
ligandu. Taki zapis reakcji przytaczenia kolejnego L do kompleksu DNA-L1 jest btedny.
Przypuszczam, ze zapis ten zostal zasugerowany faktem, iz w eksperymencie do ligandu
dodawano wzrastajace stezenie NA. We wczesniejszej pracy tej samej grupy (Zhou Y. et al.,
Analyst, 2020, 145, 6600-6606) model analogicznej reakcji na K, jest zapisany poprawnie,
zgodnie z chemig procesu: drug + drug-DNA = drug-(drug-DNA), gdzie K, zalezy od
stezenia wolnego ligandu i kompleksu z pierwszego etapu. Poprawnie, w rozprawie powinno
by¢: L1+ NA-L1 = NA-L2.

Rodzi to konsekwencje dla dalszych przeksztatcen, az do ostatecznego rownania (20),
uzytego przez Autork¢ do wyznaczenia statych K, w procedurze dopasowania numerycznego.
Jesli w kodzie wyliczajacym K, uzyto rzeczywiscie rownania (20) w takiej formie, jak w
rozprawie, to warto$ci K, dla antracyklin okazatyby si¢ bledne. By¢ moze jest to wylagcznie
btad zapisu w tekScie rozprawy - trzeba sprawdzié, jakie faktycznie roéwnanie zostalo
zastosowane w kodzie. Procedura wymaga rowniez sprawdzenia dla YOYO-1, poniewaz
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drugi etap bis-interkalacji jest zmiang stanu tej samej czgsteczki YOYO-1, a nie reakcjg z
kolejna czasteczka DNA. Skutki zastosowania tego modelu obejmuja rozdziaty rozprawy na
str. 126-160. Podczas obrony prositabym o informacje, na jakim etapie wkradt si¢ ten btad, a
jesli wystapit on w kodzie, to jak zmienig si¢ wartosci K i wnioski po jego poprawieniu.

2. Przypisanie skfadnika ,,total RNA” do calych rybosoméw jest moim zdaniem
nieuprawnione (str. 86, 149-152, 165-168). Komercyjny preparat ThermoFisher nr 4307281,
opisany jako oczyszczony Total RNA Control (Human), nie jest preparatem rybosoméw lub
ribonukleoprotein. Tymczasem komponent FCS o Ry ok. 24,5 nm zostaje przypisany
,»ribosomes, which contain rRNA and ribosomal proteins”, a nast¢pnie uzyty jako wykazanie
wigzania do rybosomow. Z samego rozmiaru nie mozna tego wnioskowac¢. W 0czyszczonym
total RNA taki komponent moze odpowiada¢ duzym RNA, agregatom lub heterogenicznym
zespolom RNA itd. Nie stanowi to bezposredniego dowodu na caty rybosom, ani na duza
podjednostke rybosomalng (LSU). Wnioski o ,,cellular targets” sa za mocne w stosunku do
danych (str. 149-152, 165-167). Sama Autorka przyznaje, ze do pomiaréw FCS dla lizatu nie
mozna wiarygodnie analizowa¢ numerycznie, bo wystgpuje wiele obiektow
fluorescencyjnych. Mimo tego dalej pojawiaja si¢ mocne stwierdzenia o tRNA, rRNA,
rybosomach i LSU jako udowodnionych targetach komoérkowych.

3. W Abstrakcie i na str. 152 znajduje si¢ informacja, ze Doktorantka wykonywata
czes¢ in vitro, a dane in vivo naleza do rozprawy innej osoby. Na str. 149 jednak
przedstawiono obrazowanie HelLa jako wlasne “In this chapter, I present my investigation on
YO-PRO-1 dye cellular targets.”, “I stained HeLa cells with YO-PRO-1 dye solution (Fig.
44). ... | observed staining of the cytoplasm volume, prominent staining of nucleoli, and the
nuclear membrane. ... I did not observe nuclear DNA staining.” i z niego wyprowadzane s3
wnioski komorkowe. Wymaga to wyjasnienia.

4. Stwiedzenie, ze ,,YO-PRO-1 wigze RNA” nie jest samo w sobie nowym odkryciem
(str. 149-152 i 165-168). Juz w latach 90-tych XX w. pokazano jednoczesne barwienie RNA
przez YO-PRO-1, np. DOI: 10.1128/AEM.62.5.1649-1655.1996., DOI: 10.1021/1a971318g.
Zatem nowoscig jest ilosSciowa charakterystyka powinowactwa do tRNA.

5. W rozprawie pojawia si¢ pewna rozbiezno$¢ dotyczaca wplywu temperatury na
stalg wigzania. Autorka na str. 120 stwierdza: “I observed a general decrease of approximately
one order of magnitude for all the complexes formed at 36 °C, compared to the values
measured at 25 °C.” 1 na str. 126, 155, 158, 159 konsekwentnie powtarza to stwierdzenie.
Tymczasem z tabel nr 28, 29 i 30 (str. 120-121) wynika spadek wartosci najczesciej o
czynnik ~2, a maksymalnie o czynnik ~5 i to tylko w jednym przypadku K, dla
oddzialywania DNA z YOYO-1. Dla DNA i YO-PRO-1 jest to wrecz zadniedbywalna
zmiana w granicach bledu z 1,1 + 0,4 na 0,75 + 0.2-10° [M™*]. Wniosek nr 4 na str. 155: “4.
...For most investigated systems, an increase in temperature from (25 °C) to (36 °C) caused a
decrease in equilibrium constants by approximately one order of magnitude.” jest wigc
ilosciowo btedny. Nie jest to powazny btad, lecz nadinterpretacja. Nie zmienia to oczywiscie
sugestii, ze ruchy termiczne ostabiajg tworzenie kompleksow.
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6. Dwie r6zne wartosci K dla oddziatywania YO-PRO-1 z DNA w 36 °C w tabeli 28
na str. 120 (3,9 £ 0,1-10° [M']) i w tabeli 30 na str. 121 (7,5 £ 2,0-10° [M']. Sa to wyniki z
dwoch sposobow analizy i sg zgodne w granicy 3 sigma, ale rozprawa powinna jednoznacznie
wskazywac, ktory jest wynikiem koncowym i dlaczego.

7. Jest tez rozbiezno§¢ dla tRNA i YO-PRO-1 w 36 °C (7,5 + 0,4-10° [M']; tabele nr
28 1 30) wzgledem wartosci K podanej w publikacji zwigzanej z rozprawg Nanoscale Horiz.,
2025, 10, 388-400, str. 393, gdzie podano 3,01 + 1,43-10°> [M']. W rozprawie zaznaczono
przy tRNA, ze fit liczony jest wzgledem stezenia czasteczek, a w publikacji wzgledem
stezenia miejsc wigzacych zaktadajac 5 par zasad na jedng czasteczke YO-PRO-1. Prositabym
o wyjasnienie, czy chodzi tylko o inng normalizacj¢ liczby miejsc wiazacych - obecnie
czytelnik dostaje dwie r6ézne state dla tego samego uktadu.

8. Czg$¢ antracyklinowa jest w duzej mierze rozszerzeniem wczesniejszej pracy, a nie
nowym mechanizmem (str. 111, 126-160). Doktorantka pisze, ze powtarza w temperaturze
36 °C eksperymenty wykonane wczesniej w grupie prof. Roberta Hotysta w 25 °C. W
publikacji Zhou et al. 2020 r. zastosowano jasnos$¢ pojedynczej czasteczki do tych samych
czterech antracyklin 1 opisano dwa etapy wigzania. Wartosci w 25 °C uzywane do
wnioskowania o wplywie temperatury pochodza z tej wezesniejszej publikacji.

9. Dwustopniowe wigzanie YOYO-1 nie powinno by¢ przedstawiane jako nowa
obserwacja (str. 154-156). We wstepie (str. 33) Autorka opisuje mono- i bis-interkalacje jako
znane. Wczesniejsze niezalezne badania pokazywaly wiecej niz jeden stabilny stan wigzania
YOYO-1, wigc oryginalno$¢ wynikdw Autorki lezy raczej w iloSciowym wyznaczeniu
parametréw oddzialywania metoda analizy jasnosci, a nie w samym odkryciu dwoch stanow.

10. Rownanie FCS dla trypletu na str. 87 wyglada na blednie zapisane. Zamiast
T/(1+T) powinno by¢ T/(1-T). Prosze o wyjasnienie, czy tylko wzor w tekscie rozprawy jest
btedny, czy tez taki byl zapis w kodzie i tak dopasowywano wyniki, co wptywaloby na
kalibracj¢ N, jasno$¢ itd. W jakim zakresie zmienityby si¢ poprawne wyniki, jesli fitowano
niepoprawny wzor?

11. Na str. 119 wystepuje nietypowa interpretacja jasnosci czgsteczkowej wolnego
barwnika YO-PRO-1 lub YOYO-1 jako rozpraszania $wiatta. Autorka pisze, ze a wolnego
barwnika ,,comes from scattering of the laser on the dye's molecules” 1 interpretuje zmiang
temperaturowg jako zmiang rozpraszania, podczas gdy powinni§my raczej mowic o emisji.

12. Na str. 96 zdanie ,,Equilibrium constants should be the essential parameter for
cardiotoxicity” wydaje si¢ zbyt daleko idacym biologicznym uproszczeniem, gdyz
kardiotoksyczno$¢ antracyklin jest wieloczynnikowa.

13. W rozprawie wystepuje nielogiczna petla: w Introduction Autorka powotuje si¢ na
wlasng publikacj¢ (str. 33, [138]) piszac o znanych wilasno$ciach bis-interkalacyjnych
YOYO-1, podczas gdy poézniej ta wiasnie publikacja jest podstawa rozdziatu Results and
discussion. Wstep do rozprawy doktorskiej powinien opisywac stan wiedzy przed podjeciem
badan i na tej podstawie definiowaé problem badawczy. Jest to kolejny przejaw problemu
zwigzanego z brakiem rozdzialu definiujgcego cel pracy.
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14. Z obowigzku recenzenckiego zwracam tez uwage na drobne btedy jezykowe:

- powtarzajacy si¢ blad zmieniajacy sens: “marks for the incorrectly prepared sample that did
not result in a non-physical value...”, co znaczy, ze probka nie data niepoprawnej wartosci,
wiec odwrotnie do zamierzenia Autorki. Powinno by¢ np.: “indicates an incorrectly prepared
sample that yielded a non-physical value.” Ta konstrukcja wystepuje w wielu tabelach.

- nie wiadomo, o co chodzi z czarnymi kropkami, ktére sg opisane jako ,,co dziesigty pomiar”
narys. 45 i 46, podczas zaznaczono na czarno pomiar co trzeci lub co czwarty.

- mozna tez znalez¢ powtarzajace si¢ niezrgcznosci, np. niekonsekwentnie stosowane czasy
i polski szyk zdania przeniesiony do angielskiego.

Podsumowujgc, rozprawe oceniam jako wartoSciowa. Uwagi Kkrytyczne nie
umniejszajg jakosci merytorycznej zaprezentowanych wynikéw. Mam nadzieje, ze beda one
stanowi¢ punkt wyjscia do ciekawej dyskusji podczas obrony.

Rozprawa prezentuje og6lng wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie chemia
oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, poniewaz zaprezentowane
spektrum zagadnien i zaawansowany warsztat eksperymentalny w zakresie biochemii i chemii
fizycznej sa bardzo szerokie. Oryginalnos¢ wynikOw rozprawy opiera si¢ na kilku
elementach, m.in. na ilosciowej analizie oddzialywania YO-PRO-1 z tRNA oraz na
oryginalnym rozwigzaniu problemu metodologicznego zwigzanego z pytaniem, jaka cze$¢
immobilizowanych fluoroforéw YO-PRO-1 z DNA daje efektywny sygnat w zaleznosci od
geometrii i polaryzacji wzbudzenia.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.)
oraz kryteria zwyczajowe. Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej PAN
0 dopuszczenie mgr inz. Karoliny Kucharskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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Anna Niedzwiecka
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