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1. Ocena trafnos$ci tematu i celu rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Kucharskiej zostata przygotowana w ramach
Warszawskiej Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i BioMedycznych w Instytucie Chemii
Fizycznej Polskiej Akademii Nauk. Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej rozprawie
zostaly wspotfinansowane z projektu NCN: OPUS pt. Changes of intracellular transport
during cell death.

Doktorantka jest wspodtautorka czterech publikacji naukowych opublikowanych
w uznanych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym. Trzy z nich zostaly wskazane, jako
powigzane z rozprawa doktorska, a w jednej z nich doktorantka jest wskazana jako pierwszy
autor.

Rozprawa doktorska poswigcona jest badaniom dwoch grup zwiazkow o wiasciwos$ciach
fluorescencyjnych: barwnikow cyjaninowych oraz antracyklin, z uwzglednieniem podstaw ich
oddziatywan z kwasami nukleinowymi oraz analizie mechanizméw tych oddziatywan
na poziomie molekularnym. Jako model biologiczny doktorantka wykorzystata komorki
nowotworowe linii HeLa. Tematyka ta wpisuje si¢ w aktualne trendy badawcze w dyscyplinie
nauki chemiczne, a jednoczesnie ma istotne znaczenie dla badan biomedycznych,
w szczeglOlnosci nad molekularnymi podstawami dzialania lekow cytostatycznych oraz
rozwojem nowoczesnych metod diagnostyki 1 terapii nowotworow.

Barwniki cyjaninowe naleza do grupy najwazniejszych fluoroforow wykorzystywanych
w biologii molekularnej 1 diagnostyce medycznej, natomiast antracykliny stanowig jedng
z najlepiej poznanych i najczesciej stosowanych klas lekow chemioterapeutycznych, ktorych
aktywno$¢ przeciwnowotworowa jest juz znana od poczatku lat 60. XX wieku. W konteks$cie
badan nad nowotworami szczegolnie istotne jest zrozumienie mechanizméw oddziatywania
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antracyklin z DNA, obejmujacych interkalacje, oddzialywania typu m-m oraz wplyw na
aktywno$¢ topoizomerazy II. Wykorzystanie tych zwigzkow, oprocz obrazowania, umozliwia
monitorowanie transportu i akumulacji lekow w komodrkach nowotworowych oraz ocen¢ zmian
molekularnych zachodzacych podczas terapii. Z perspektywy nauk chemicznych interesujgca
jest analiza zmian wlasciwosci fluorescencyjnych zachodzacych po zwigzaniu badanych
zwigzkow z kwasami nukleinowymi, poniewaz dostarcza informacji o strukturze i dynamice
powstajacych kompleksow.

Temat rozprawy jest aktualny, naukowo uzasadniony i osadzony w swiatowej literaturze
przedmiotu. Doktorantka przeprowadzita ciekawg dyskusje, a wyniki zaprezentowane
w rozprawie zostaly w wigkszosci opublikowane w prestiZowych czasopismach. Uzyskana
wiedza ma istotng wartoS¢ poznawczqg i stanowi podstawe opracowywania nowych sond
fluorescencyjnych i zwigzkow terapeutycznych o zwigkszonej selektywnosci wobec komorek
nowotworowych.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska po$wigcona jest badaniom oddzialywan wybranych ligandéw z kwasami
nukleinowymi z  zastosowaniem zaawansowanych metod mikroskopowych 1
spektroskopowych opartych na fluorescencji, w tym spektroskopii korelacji fluorescencji
(FCS), analizy jasnosci molekularnej (BAM), analizy fotowybielania (CFP), mikroskopii
konfokalnej oraz czasu zycia fluorescencji (FLIM).

Autorka przedstawita bardzo obszerny wstep teoretyczny (84 strony) obejmujacy budowe
1 wlasciwosci DNA, RNA, charakterystyke zwigzkéw cyjaninowych i antracyklin, a takze
podstawy stosowanych metod eksperymentalnych. Czgs¢ literaturowa jest aktualna, oparta na
licznych doniesieniach literaturowych 1 stanowi wprowadzenie do problematyki badan.

Najwiecksza wartoscig rozprawy jest czg$¢ eksperymentalna oraz dyskusja uzyskanych
wynikéw. Autorka wykazala si¢ umiejetnoscia tworczego wykorzystania metod
spektroskopowych do ilosciowego opisu procesow kompleksowania ligandow z kwasami
nukleinowymi. Cenne jest takze zastosowanie analizy jasnos$ci molekularnej do wyznaczania
stalych rownowagi w warunkach odpowiadajacych stezeniom spotykanym w komorkach.
Podejscie to stanowi interesujace rozwinigcie klasycznych metod oznaczania parametrow
oddziatywan biomolekularnych.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy nalezy zaliczy¢: 1) iloSciowe wyznaczenie statych
rownowagi kompleksowania YO-PRO-1 1 YOYO-1 z DNA, ii) analize¢ mechanizmu jedno- i
dwuetapowej interkalacji YOYO-1, iii) wyznaczenie frakcji niewzbudzanych kompleksow
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DNA-YO-PRO-1 wynikajacej z orientacji momentow dipolowych z wykorzystaniem metody
CFP, a takze iv) identyfikacje¢ celow molekularnych YO-PRO-1 w$rod kwasow nukleinowych.

Wszystkie eksperymenty sg logicznie zaprojektowane a wyniki opracowane w staranny sposob.
Istotng cze$¢ pracy stanowi analiza ilosciowa obejmujgca dopasowanie funkcji autokorelacji
FCS, zastosowanie modeli jedno- i dwusktadnikowej dyfuzji, modeli jedno- i dwuetapowego
tworzenia komplekséw, wyznaczanie statych rownowagi i jasno$ci molekularnej oraz analiz¢
mechanizmow kompleksowania barwnikow 1 antracyklin z kwasami nukleinowymi. Pozwolito
to na wiarygodne wyznaczenie parametrow opisujacych oddziatywania badanych ligandow
z kwasami nukleinowymi oraz rozbudowang interpretacj¢ mechanizmow tworzenia si¢
kompleksow.

Praca ma uporzadkowang strukture. Konstrukcja rozprawy nie budzi zastrzezen, jednak warto
zwréci¢ uwage, ze Autorka nie sformutowata w sposob jednoznaczny celu gtownego pracy ani
celow szczegdlowych w postaci odrgbnego podrozdzialu czy podpunktu. Cele badan mozna
odtworzy¢ na podstawie abstraktu i opisu cze$ci eksperymentalnej, jednak nie zostaly one
wyraznie wyodrgbnione. Ponadto brakuje wyraznie postawionej hipotezy badawczej na
poczatku rozprawy. Na stronie 104 znalez¢ mozna jedynie hipoteze czastkowa dotyczaca
mechanizmu interkalacji barwnikow YO-PRO-11 YOYO-1:

"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..."

Uwazam, ze jednoznaczne sformutowanie celu, celow szczegotowych oraz hipotezy badawczej
na poczqtku rozprawy zwiekszyloby jej przejrzystos¢ metodologiczng i utatwito oceng stopnia
realizacji zatoZonych zamierzen badawczych.

3. Strona formalna i jezykowa

Praca zostala napisana w jezyku angielskim, ma przejrzystq strukture i logiczny uktad. Sklada
si¢ z pieciu glownych rozdziatow, obejmujgcych: wstep literaturowy, metodyke badawczg,
dyskusje wynikow, wnioski koncowe i obszerng bibliografie zawierajgcq 387 pozycji
literaturowych. Dodatkowo, zawiera list¢ publikacji doktorantki, streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim oraz wykaz stosowanych skrotow, rysunkow oraz tabel. Wyniki badan
zostaly zaprezentowane na 48 rycinach 1 w 44 tabelach.

W rozprawie mozna znalez¢ drobne bledy o charakterze redakcyjnym, jak np. w tabelach 2-4,
zabrakto odno$nikéw literaturowych, jednak znajduja si¢ one w samym tekscie, do ktorego
wskazane tabele si¢ odnosza.
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W  kilku miejscach doktorantka zastosowata niejednolita terminologi¢ dotyczaca
zastosowanych technik/metod badawczych. Dla przyktadu ,,Brightness Analysis Method”,
“Molecular Brightness Analysis”, czy “Brightness method” sg stosowane naprzemiennie.

W tabelach opisujacych ,,Molecular Brightness” stosowane sg rézne jednostki: mean value
[kcounts molecule™ s™!] (Tabela 17), mean value [cnts x 10%] (Tabele 25 i 26). Wszystkie tabele
opisuja t¢ sama wielko$¢, natomiast sposob przedstawienia jednostek jest rozny.

Rozdziat ,,Main results, conclusions and future prospects” stanowi wartosciowe podsumowanie
uzyskanych wynikow 1 wskazuje mozliwe kierunki dalszych badan. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje proba interpretacji uzyskanych wynikow w szerszym konteks$cie
biologicznym oraz wskazanie potencjalnych zastosowan opracowanej metody.

Jednoczesénie nalezy zauwazy¢, ze rozdzial jest stosunkowo obszerny i w wielu miejscach
powtarza informacje przedstawione wczesniej w czesci ,,Results and discussion”. Czgsé
sformutowanych wnioskow ma charakter ogélnych rozwazan, a nie bezposrednich konkluz;ji
wynikajacych z przeprowadzonych badan. Korzystniejsze bytoby wyrazne oddzielenie
najwazniejszych osiagnie¢ naukowych od ich szerszej interpretacji oraz odniesienie
uzyskanych rezultatéw do jasno sformutowanego celu pracy, ktorego w rozprawie wczesniej
formalnie nie przedstawiono.

Praca zostata napisana poprawnym, zrozumiatym jezykiem naukowym. Tekst jest klarowny,
logiczny i wolny od powazniejszych uchybien. Wskazane przyktady nalezy uzna¢ za drobiazgi,
ktore nie wplywaja na warto$¢ naukowa pracy.

4. Oryginalno$¢ rozprawy

Rozprawa wnosi istotny wktad w rozw0dj wiedzy w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki chemiczne. Uzyskane wyniki majg warto$¢ poznawczg, zostaty rzetelnie
udokumentowane oraz wlasciwie zinterpretowane w oparciu o aktualny stan wiedzy 1 krytyczng
analize literatury przedmiotu.

Podsumowujac, rozprawa jest spojnym 1 wartoSciowym opracowaniem naukowym.
Przedstawione wyniki wnoszg nowg wiedz¢ dotyczaca mechanizmow oddziatywania matych
ligandow z kwasami nukleinowymi oraz pokazuja mozliwosci wykorzystania metod
fluorescencyjnych do iloSciowej charakterystyki tych proceséw. Autorka wykazata sie
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia badan naukowych, wiasciwego doboru metod
eksperymentalnych oraz krytycznej analizy uzyskanych wynikow.
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Jednym z najciekawszych osiggnie¢ rozprawy jest wykorzystanie analizy jasnosci molekularne;j
do ilosciowego wyznaczania statych rownowagi kompleksowania matych ligandow z DNA
i RNA przy st¢zeniach nanomolowych. Przedstawione podejécie stanowi interesujace
rozszerzenie zakresu zastosowan BAM i umozliwia iloSciowa analiz¢ oddzialywan ligandow z
kwasami nukleinowymi z wykorzystaniem pomiaréw fluorescencyjnych.

Interesujace jest rowniez okreslenie frakcji komplekséw niewzbudzanych wskutek orientacji
momentéw dipolowych w ukladzie immobilizowanego DNA. Wynik ten stanowi cenne
uzupehienie analizy fluorescencyjnej badanych ukladéw i1 moze by¢ przydatny przy
interpretacji podobnych eksperymentow.

Autorka wykazata zdolno§¢ YO-PRO-1 do wigzania nie tylko DNA, ale rowniez innych
kwasow nukleinowych. Cennym uzupekieniem badan byly eksperymenty przeprowadzone z
wykorzystaniem komorek linii HeLa.

5. Uwagi i sugestie

W rozprawie zabrakto odrgbnego rozdzialu zawierajacego cel gtowny, cele szczegétowe oraz
hipotez¢ badawczg. Ich jednoznaczne sformutowanie utatwitoby czytelnikowi ocene stopnia
realizacji zalozonych zamierzen.

Rozdzial literaturowy jest obszerny i dobrze opracowany, jednak czg¢$¢ poswigcona biologii
RNA, rybosomom i terapiom mRNA mogtaby zosta¢ przedstawiona bardziej syntetycznie, co
poprawiloby proporcje rozprawy.

Bardzo prosz¢ o uzupetnienie w trakcie obrony nastepujacych informacji:

e W odniesieniu do wyznaczania stalych rownowagi z wykorzystaniem analizy jasnosci
molekularnej, jakie warunki eksperymentalne s3 najbardziej krytyczne
dla wiarygodnosci tej metody i1 ktory etap procedury wnosi najwiekszg niepewnos$¢
do koncowego wyniku?

e Wyznaczone w pracy stale rownowagi dotycza uktadow modelowych. Jakich zmian
wartos$ci tych parametrow nalezatoby oczekiwa¢ w Srodowisku komérkowym 1 jakie
czynniki biologiczne moglyby w najwiekszym stopniu wptywac na ich warto$c¢?

e (Czy w ocenie Doktorantki metoda BAM moze zosta¢ zastosowana do badan bardziej
ztozonych uktadow kwaséw nukleinowych, takich jak aptamery lub oligonukleotydy
terapeutyczne?
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6. Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Kucharskiej, stanowi samodzielne,
oryginalne opracowanie naukowe, ktore wnosi nowq wartos¢ poznawczq w dziedzinie nauk
scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne.

W mojej ocenie praca spetnia wymagania okre§lone w art. 187 ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca
2018, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r., poz. 1571 ze zm.) oraz
w Regulaminie Warszawskiej Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i BioMedycznych.
Whnioskuje zatem o dopuszczenie Pani mgr inz. Karoliny Kucharskiej do publicznej obrony
rozprawy doktorskie;j.
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