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

Oddziatywania matych czasteczek z kwasami nukleinowymi stanowig wazny obszar badan na
pograniczu chemii fizycznej, biofizyki i biologii molekularnej. Zrozumienie mechanizméw tworzenia
takich komplekséw ma znaczenie zaréwno dla opisu podstawowych procesow molekularnych, jak i
dla rozwoju metod analitycznych oraz zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu biologicznym i
terapeutycznym. Tematyce tej poswigcona jest rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Kucharskiej pt.
.Complex formation of small ligands with nucleic acids”, wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab.
Roberta Hotysta jako promotora i dr. Tomasza Kalwarczyka jako promotora pomocniczego, w
Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk.

Rozprawa liczy 219 stron i ma strukture typowa dla eksperymentalnej pracy doktorskiej. Obejmuje
obszerny wstep literaturowy, rozdziat poswiecony materiatom i metodom, czes¢ wynikowa potaczong
z dyskusja, podsumowanie, bibliografie oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca jest na
0got starannie zredagowana i bogato ilustrowana. Schematy, wykresy i tabele w wiekszosci utatwiaja
sledzenie toku badan. Zwraca jednak uwage dos¢ duza liczba tabel prezentujacych szczegdtowe lub
surowe dane eksperymentalne. W mojej opinii czes$¢ z nich nie jest konieczna w gtownym tekscie i z
powodzeniem mogtaby zosta¢ przeniesiona do aneksu, co poprawitoby czytelnos¢ rozprawy.
Ponadto w kilku miejscach zamiast wiasciwych odnosnikéw bibliograficznych pozostawiono znaki
zapytania, co jest drobnym, lecz zauwazalnym niedociggnieciem redakcyjnym.

Przedmiotem mojej oceny sg w szczegdlnosci nastepujace elementy rozprawy: a) ogdlna wiedza
Autorki w dyscyplinie, b) umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych oraz c)
oryginalno$¢ i wartos¢ naukowa podjetego problemu badawczego.
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Czes¢ literaturowa rozprawy jest obszerna i dobrze koresponduje z tematyka badar wtasnych.
Autorka omawia strukture i wiasciwosci DNA oraz roznych klas RNA, mechanizmy oddziatywania
matych ligandéw z kwasami nukleinowymi, ze szczegdinym uwzglednieniem interkalagji, a nastepnie
wiadciwosci  barwnikéw cyjaninowych YO-PRO-1 i YOYO-1 oraz antracyklin. Sporo miegjsca
poswigecono rowniez metodom fluorescencyjnym wykorzystywanym w dalszej czesci pracy, w tym
spektroskopii  korelagji fluorescencji (FCS), analizie jasnosci molekularnej i fotoblaknieciu.
Wprowadzenie stanowi dobre przygotowanie do lektury czesci eksperymentalnej i pokazuje, ze
Autorka posiada szeroka wiedze w zakresie fizykochemii kwaséw nukleinowych i metod
fluorescencyjnych.

Opis materiatéw i metod jest zasadniczo wystarczajgcy do zrozumienia przebiegu doswiadczen.
Na podkreslenie zastuguje zastosowanie kilku uzupetniajacych sie technik eksperymentalnych oraz
wiasnych procedur analizy danych. W niektorych miejscach opis metodologiczny pozostaje jednak
zbyt ogdlny, szczegdlnie tam, gdzie interpretacja ilosciowa zalezy od przyjetych zatozen
modelowych. Dotyczy to zwtaszcza oszacowania liczby komplekséw znajdujacych sie w objetoéci
konfokalnej i wyznaczania frakcji kompleksow niefluorescencyjnych. W takich przypadkach bardziej
szczegOtowe uzasadnienie przyjetych parametréow i ograniczen modelu ufatwitoby ocene
niepewnosci wynikow.

Czeé¢ wynikowa obejmuje kilka grup doswiadczen. W pierwszej z nich Autorka analizuje
tworzenie komplekséw YO-PRO-1 i YOYO-1 z DNA oraz wyznacza parametry opisujace
oddziatywanie tych barwnikéw z kwasami nukleinowymi. Wyniki wskazujg na odmienny charakter
oddziatywania monomerycznego YO-PRO-1 i dimerycznego YOYO-1, a dla YOYO-1 rozwazane s3
dwa mechanizmy zwigzane z mono- i bisinterkalacja. Badania wykonywano w réznych
temperaturach, co pozwalato takze oceni¢ wptyw temperatury na wiasciwosci fluorescencyjne i
wigzanie. W tej czesci pracy badano réwniez oddziatywanie YO-PRO-1z tRNA, dla ktorego Autorka
rowniez wyznaczyfa stata rownowagi oraz parametry fluorescencyjne kompleksu.

Kolejna czes¢ pracy dotyczy oddziatywania z DNA czterech antracyklin: doksorubicyny,
daunorubicyny, idarubicyny i epirubicyny. Autorka poréwnuje wartosci statych réwnowagi oraz
jasnoéci molekularnej i analizuje wptyw temperatury na tworzenie komplekséw. Nastepnie
wykorzystuje monitorowanie fotoblakniecia immobilizowanych komplekséw DNA-YO-PRO-1 do
oszacowania udziatu komplekséw niewnoszacych wktadu do rejestrowanej fluorescencji. Ostatnia
czesc doswiadczen jest poswiecona identyfikacji potencjalnych komdrkowych celéw YO-PRO-1 i
wskazuje, ze istotnymi celami barwnika moga by¢ komorkowe RNA, w szczegdlnosci tRNA i rRNA
oraz struktury zwigzane z rybosomami.
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Przedstawione badania pokazujg, ze Autorka opanowata zaawansowane metody fluorescencyjne
i potrafi wykorzystywac je do ilosciowej analizy ztozonych uktadéw biologicznych. Jednoczeénie czes¢
eksperymentalna pozostawia u mnie pewien niedosyt. Zakres poruszanych zagadnien jest szeroki,
lecz poszczegblne watki zostaty rozwinigte z rdzng szczegdtowoscia i nie zawsze sktadaja sie na w
petni spojna historie badawcza. Z kazdej zastosowanej metody wynikaja interesujace obserwadje,
Jjednak w kilku miejscach naturalne eksperymenty uzupetniajace pozwolityby znacznie lepiej potaczyé
poszczegdlne czesci rozprawy. Przyktadowo, skoro doswiadczenia dotyczace lokalizadji i identyfikaci
celow komorkowych wskazujg na istotng role rRNA i struktur rybosomalnych, iloéciowe poréwnanie
powinowactwa YO-PRO-1 do takich celow z wartosciami uzyskanymi dla DNA i tRNA stanowitoby
bardzo wartoéciowe dopetnienie pracy. Brak takiego poréwnania nie podwaza uzyskanych wynikéw,
ale ogranicza mozliwos¢ zbudowania z nich bardziej cato$ciowego obrazu selektywnosci badanego
barwnika.

Kilka zagadnien poruszonych w rozprawie wzbudzito moje zainteresowanie i chciatabym poprosi¢
Autorke o ich wyjasnienie podczas publicznej obrony:

1) Na stronie 109 Autorka opisuje pomiary prowadzone w 36°C w kontekscie ,thermal stress”.
Temperatura 36°C jest zblizona do fizjologicznej temperatury organizmu cztowieka i sama w sobie
nie moze byC¢ uznana za warunek stresowy dla uktadéw biologicznych. Prosze o wyjasnienie, w
jakim znaczeniu Autorka uzywa tego okreélenia i jaki stan odniesienia przyjmuje.

2) W kilku doswiadczeniach dotyczacych wyznaczania statych rownowagi krzywe miareczkowania,
szczegOlnie ta kluczowa przedstawiona na Fig. 33 (oddziatywanie z tRNA), nie osiagaja wyraznego
plateau; zakres stezen wydaje sie réwniez nie obejmowad w wystarczajacym stopniu obszaru
odpowiadajacego wartoéci Kd wynikajgcej z dopasowania. Na ile wiarygodne jest wyznaczanie
statej rownowagi w sytuacji, gdy pomiar nie obejmuje zakresu wysycenia? Czy nie byto mozliwosci
przeprowadzenia tego eksperymentu przy wyzszych stezeniach tRNA? Prosze omdwié
ograniczenia takiego dopasowania oraz, jesli problemem jest dostepnos¢ liganda w odpowiednio
wysokich stezeniachy/ilosciach, prosze zaproponowac¢ alternatywne metody, ktérymi mozna
wyznaczyC te statg z wieksza doktadnodcia, ale przy zachowaniu oszczednego gospodarowania
materiatem.

3) W doswiadczeniach dotyczacych identyfikacji celéw YO-PRO-1 Autorka nie zaobserwowata
oddziatywania barwnika ze spinkg DNA i ttumaczy ten wynik krétkim czasem zycia jej regionéw
dwuniciowych. W rozprawie podano sekwencje zastosowanego oligonukleotydu, nie
przedstawiono jednak przewidywanej struktury spinki ani danych dotyczacych jej stabilnosci.
Prosze o przedstawienie przewidywanej struktury drugorzedowej tej sekwengji oraz oszacowanie
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stabilnosci czgéci dwuniciowej, np. poprzez oszacowanie AG i temperatury topnienia. Czy takie
dane rzeczywiscie wspierajg zaproponowane wyjasnienie braku oddziatywania z YO-PRO-1?

Wyznaczanie frakcji kompleksow niefluorescencyjnych opiera sie na poréwnaniu liczby
kompleksow obserwowanych eksperymentalnie z liczbg teoretycznie oczekiwana w objetosci
konfokalnej. Obliczenie tej drugiej wartosci wymaga szeregu zatozen dotyczacych m.in. geometrii
uktadu, liczby par zasad znajdujacych sie w objetosci wzbudzenia oraz liczby miejsc wigzania YO-
PRO-1. Czy czes¢ rozbieznosci miedzy wartoscia teoretyczna a eksperymentalng moze wynikac z
niedoktadnosci tych zatozen, a nie z obecnosci rzeczywiscie niefluorescencyjnej populacji
kompleksow? Prosze wskaza¢ podstawe literaturowg lub eksperymentalng najwazniejszych
parametrow modelu oraz oméwic ich wplyw na korcowy wynik.

Na stronie 6 Autorka wskazuje obecnos¢ grupy 2'-hydroksylowej jako jedna z podstawowych
chemicznych réznic miedzy RNA i DNA, wplywajacg na reaktywnos¢ i strukture RNA. Prosze
rozwinac ten temat: z czego na poziomie mechanistycznym wynika zwiekszona reaktywnosé RNA
i w jaki sposéb sie ona przejawia? Czy obecnos¢ grupy 2'-OH moze réwniez, bezposrednio lub
posrednio wptywac na oddziatywanie RNA z barwnikami interkalujgcymi?

Badania komorkowe sugeruja, ze waznymi celami YO-PRO-1 sg tRNA, rRNA i struktury
rybosomalne. Dla tRNA wyznaczono ilosciowo stata rownowagi wigzania, natomiast analogicznych
danych dla rRNA lub rybosomow nie przedstawiono. Czy Autorka spodziewa sie istotnych réznic
powinowactwa YO-PRO-1 do DNA, tRNA i rRNA? Jakie cechy strukturalne tych kwaséw
nukleinowych mogtyby determinowac ewentualna selektywnos¢ barwnika?

Dorobek publikacyjny Autorki zwigzany z rozprawa obejmuje trzy prace opublikowane w

recenzowanych czasopismach naukowych, w tym jedna prace, w ktérej jest pierwsza autorka,
dotyczacg mechanizméw interkalacji YOYO-1 do DNA (czasopismo Molecules). Ponadto Autorka jest
wspctautorky jednej publikacji dotyczacej badania oddziatywan biatek na poziomie pojedynczych
czgsteczek. Dorobek ten oceniam jako bardzo dobry, odpowiedni dla osoby ubiegajacej sie o stopien
doktora i potwierdzajacy jej udziat w realizacji badan naukowych zwiazanych z tematyka rozprawy.

Podsumowujac, rozprawa mgr inz. Karoliny Kucharskiej przedstawia wartosciowe wyniki

dotyczace oddziatywania matych ligandéw fluorescencyjnych i antracyklin z kwasami nukleinowymi
oraz wykorzystania metod fluorescencyjnych do ilosciowej charakterystyki tych proceséw. Praca
dokumentuje dobra znajomos¢ literatury przedmiotu, opanowanie zaawansowanego warsztatu
eksperymentalnego i zdolnos¢ do samodzielnej analizy danych. Mimo wskazanych powyzej uwag,
dotyczacych przede wszystkim niepetnego powigzania poszczegdlnych watkow eksperymentalnych,



b
@ /)
2hge* UNIVERSITY
7Y wx OF WARSAW
\ /3

! Faculty of Physics
Institute of Experimental Physics

ograniczen czesci analiz ilosciowych oraz kilku brakéw redakcyjnych, uwazam, ze rozprawa wnosi
istotny wkfad w rozwdj dziedziny i spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w
ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (z p6zn. zm.). W zwigzku z
tym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie
mgr inz. Karoliny Kucharskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem,

Joanna Kowalska



