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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Milczarek zatytulowanej

»Badania skoniugowanych oligoelektrolitow jako potencjalnych
sond fluorescencyjnych do barwienia membran komorkowych”
wykonanej w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr hab. Arkadiusza Chworosia

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jej autorka, mgr Justyna Milczarek
podejmuje zadanie ewaluacji serii sprz¢zonych oligoelektrolitow w kierunku ich zastosowania
jako sond fluorescencyjnych. Tematyka prac wykonanych w ramach przewodu doktorskiego
jest czescig prowadzonych w grupie dr hab. Arkadiusza Chworosia badan nad nowymi
znacznikami  do  obrazowania  komoérek i selektywnej  detekcji  struktur
wewnatrzkomorkowych.

Mikroskopia fluorescencyjna stanowi obecnie jedna z kluczowych technik
stosowanych w biologii komoérki oraz naukach biomedycznych. Zastosowanie selektywnych
fluorochromoéw umozliwitlo wybidrcze obrazowanie komorek i struktur subkomoérkowych,
czgsto bardzo trudnych, lub wrecz niemozliwych do zobrazowania za pomoca klasycznego
mikroskopu $wietlnego. Obecnie dostgpna jest ograniczona liczba fluorochroméw, ktore
wigzg si¢ specyficznie do bton okreslonych organelli komoérkowych. Wérdd nich wyrdznié
mozna barwniki wigzgce si¢ do bton aparatu Golgiego, mitochondriow, gladkiej siateczki
srodplazmatycznej, lizosomow, czy btony komoérkowej. Jednak ze wzgledu na ograniczong
liczbe dostgpnych barwnikéw oraz ich toksyczno$¢, niskg selektywnos$¢ oraz wydajnosé
kwantowa, wciaz poszukuje si¢ nowych, bardziej wydajnych i/lub selektywnych fluoroforéw,
ktére mogltyby by¢ wykorzystywane takze do barwien ,,przyzyciowych”. Interesujagca w tym
kontekscie jest obserwacja, iz skoniugowane polielektrolity (CPEs, ang. Conjugated
PolyElectrolytes) oraz  skoniugowane oligoelektrolity (COEs, ang. Conjugated
OligoElectrolytes) moga stanowi¢ obiecujace narzgdzia do bioobrazowania. Rozprawa
doktorska mgr Justyny Milczarek doskonale wpisuje si¢ w ten nurt badan i jest po§wigcona
analizom wlasciwosci biologicznych sprzgzonych oligoelektrolitéw opartych na rdzeniu
fenylenowinylenu (PV-COEs) oraz bis-(4-aminostyrylo)naftalenu (SN-COEs).
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Przedstawiona do recenzji praca ma klasyczny uktad. Autorka na 148 stronach
edstawila cze$¢ teoretyczng i1 eksperymentalng wraz z dyskusjg wynikow. Na poczatku
Acy znajdujg si¢ streszczenia w wersji polsko- 1 angielskojezycznej, wykaz stosowanych
skrotow oraz cel badan wraz z wypunktowaniem celow szczegdtowych. Praca zawiera takze
wykaz osiggni¢g¢ Doktorantki w postaci publikacji, patentow oraz materiatow
konferencyjnych.

W czesci literaturowej Autorka w kompetentny sposoéb dokonuje charakterystyki
techniki bioobrazowania optycznego ze szczegdlnym naciskiem na opis fotoluminescencii.
Czes$¢ ta przedstawia podstawy fizyczne oraz wiasciwosci zjawiska fluorescencji, metody
detekcji oraz przeglad metod mikroskopowych, w tym mikroskopi¢ fluorescencyjna,
konfokalng oraz zaawansowane techniki mikroskopowe. Nastgpnie Doktorantka w sposob
szczegblowy omawia sondy fluorescencyjne z wyszczegdlnieniem biatek fluorescencyjnych
oraz sond opartych na malych czasteczek organicznych i nanoczasteczkach. Podrozdziat
trzeci z czg$ci literaturowej poswigcony jest aspektom zwigzanym ze skoniugowanymi poli- 1
oligoelektrolitami 1 stanowi doskonate uzasadnienie wyboru obiektu badan. Podsumowujac,
przeglad literaturowy jest petny, oparty na najnowszej literaturze i wprowadza czytelnika w
tematyke pracy.

Rozdziat III poswigcony jest opisowi syntezy obiektow badan i1 zastosowanej
metodyce. W opisie metody hodowli komorek HUVEC nie znalaztam zrodia zakupu
suplementu ECGS. Jest to drobne niedopatrzenie, jednakze ze wzgledu na to, ze dodawana
ilos¢ podawana jest w pL, a nie w postaci st¢zenia koncowego w medium hodowlanym, jest
to wazna informacja.

Cze$¢ eksperymentalna pracy koncentruje si¢ wokot czterech gtownych zagadnien t..
okreslenia cytotoksycznosci badanych zwigzkéw w stosunku do wybranych linii
komorkowych, oceny wiasciwosci spektralnych badanych zwigzkéw za pomocg spektroskopii
UV-VIS 1 spektrofluorymetrii, obrazowania za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej i
konfokalnej oraz analizy wewnatrzkomdrkowej intensywnosci fluorescencji badanych
zwigzkow za pomocg sortowania heterogennej mieszaniny komoérek aktywowanych
fluorescencja (FACS). W tym miejscu nie sposob nie wspomnie¢ o znacznej liczbie
analizowanych znacznikow oraz modeli komorkowych. Przebadano bowiem cztery pochodne
PV-COEs (trojpierscieniowy DSBN+, czteropierscieniowy DSSN+ 1 COE1-4C,
pieciopierscieniowy COE1-5C+) oraz siedem pochodnych SN-COEs (trimetyloamoniowa
DSNN-NMe3+, aminowa DSNN-NH2 oraz pirydyniowa DSNN-Py+, fosfonianowa DSNN-
P, morfolinowa DSNN-Mor, hydroksyetylowa DSNN-DEA oraz potasowa so6l fosfonianowa
DSNN-POK). W badaniach wykorzystano takze dziewig¢ modeli komoérkowych: HUVEC,
HeLa, 293T, HCT116, MDM, NIH/3T3, K562, MOLT4 oraz ludzkie fibroblasty skory.
Wsrod wymienionych komorek znajdujg si¢ zarowno modele prawidlowe, jak réwniez
zmienione nowotworowo. W tym miejscu chciatabym zwroci¢ uwage wlasnie na ten podziat,
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gMbrionalnych komorek nerki 293T oraz mysie komoérki mezotelium otrzewnej MDM. Te

dwie ostatnie linie to genetycznie modyfikowane unie$miertelnione komorki,

charakteryzujace si¢ szybkim tempem proliferacji. Zgodnie z informacja, ktdrg zamieszcza

Autorka, komorki 293T zostaty zakupione z Amerykanskiego Banku Linii Komoérkowych

ATCC. Na stronie ATCC znajdujemy informacje, iz linia ta zostata wygenerowana poprzez

transformacje prawidtowych ludzkich komérek nerki za pomocag DNA adenowirusa. Komorki

te sg poliploidalne (hypotriploidalne) 1 30% populacji zawiera 64 chromosomy. Z kolei

producent linii komorkowej MDM, Celther Polska, informuje, ze linia komérkowa MDM

zostata ustabilizowana za pomoca duzego antygenu SV40 i charakteryzuje si¢ wysoka

proliferacja. Z wyzej wymienionych powodéw sugerowalabym uzywanie w stosunku do
opisanych wyzej linii terminu ,,komorki uniesmiertelnione” zamiast ,,prawidtowe”.
Pierwszym etapem prowadzonych badan byto okreslenie wptywu badanych zwigzkéw
na przezywalno$¢ wybranych linii komorkowych w zakresie stezen od 1 do 10 uM (w
przypadku komorek K562 1-20 uM) w trzech roznych czasach inkubacji. Dodatkowo
przeprowadzono kontrole integralno$ci btony komodrkowej z wykorzystaniem barwnikow
wnikajacych do wnetrza komorki jedynie w warunkach permeabilizacji btony (jodek
propidyny, bromek etydyny oraz 7-aktynomycyna D). Uzyskane wyniki badan
cytotoksyczno$ci wykazuja, ze testowane sprzezone oligoelektrolity moga by¢ uzywane jako

sondy fluorescencyjne w wybranych ludzkich 1 zwierzecych liniach komoérkowych w

efektywnym stezeniu 1-2 uM, a dluzsze analogi (4-5 pierScieniowe) moga by¢ stosowane w

wyzszych stezeniach (10 uM).

Odnosnie tej czgsci badan mam nastepujace watpliwosci:

e Zastanawiajgce jest, jaki byl powdd zastosowania innego zakresu stezen w badaniach
cytotoksycznosci zwigzkow z grupy pochodnych fenylenowinylenowych w przypadku
linii komorkowej K562.

e Zauwazylam réwniez pewng niescisto$¢ odnosnie stosowanego zwigzku kontrolnego.
W rozdziale Materialy i Metody Doktorantka pisze na stronie 53, iz jako zwigzku
referencyjnego w tescie MTT stosowano 1 uM staurosporyne. Z kolei w opisie
wynikéw dowiadujemy sie, iz jako zwigzek referencyjny wykorzystywano siarczan
dodecylu sodu (brak podanego stezenia).

e Autorka pisze, ze celem przeprowadzonych testow MTT byla weryfikacja wptywu
badanych zwigzkéw nie tylko na zywotno$¢ komorek, ale réwniez na proces adhezji
komoérkowej w réznych mediach hodowlanych. Autorka wycigga wniosek, iz spadek
przezywalnosci w przypadku podtoza HBSS bez jonéw Ca®" i Mg?" prawdopodobnie
wyptywa z braku Ca?*, ktore s istotne dla bialek z rodziny transblonowych
glikoprotein  (kadheryn) odpowiedzialnych za adhezj¢ =zalezng od wapnia.
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Niewatpliwie = aktywnos$¢  kadheryn  jest  uzalezniona od  obecnosci
zewnatrzkomoérkowych jonow Ca?’, jednakze rola jonéw wapnia jest znacznie szersza

1 w komorkach istnieje duza liczba procesoOw zaleznych od regulacji wapniowe;.

Tymczasem sam test MTT w konfiguracji zastosowanej przez Doktorantke nie jest

metoda stosowang do analizy stopnia adhezji komoérek do podtoza. By¢ moze jednak

Autorka opiera ten wniosek o wyniki analizy obrazow mikroskopowych nie

zamieszczonych w dysertacji?

e Dlaczego wstepne eksperymenty okreslenia cytotoksyczno$ci badanych zwigzkow z
grupy pochodnych naftalenowych po 24-godzinnej inkubacji przeprowadzono na
innych liniach komoérkowych (linia 293T 1 HCT116) niz w przypadku pochodnych
fenylenowinylenowych (linia 293T i HeLa)?

e Dlaczego przy okresleniu cytotoksycznosci badanych zwiazkéw z grupy pochodnych
naftalenowych brak danych dla komérek HUVEC po 48 godzinach inkubacji, skoro
dla wszystkich pozostaltych modeli komorkowych takowe zamieszczono?

e Na stronie 64 pod Wykresem 1 zamieszczono informacje, ze stupki przedstawiajg
srednia + SD. Kolejne wykresy zawieraja stupki ze $rednig + SE. Skad taka
niekonsekwencja?

e Poza tym w calej pracy brak obliczen istotno$ci statystycznej pomie¢dzy probami,
gdzie niekiedy obserwowane sg subtelne réznice. Proponowatabym w przysztosci
zastosowanie chociazby podstawowych obliczen statystycznych.

e C(Czy stosujac test MTT stosowano kontrolg samego podtoza hodowlanego z badanymi
zwigzkami?

W kolejnym etapie pracy Doktorantka zbadata  wlasciwosci spektralne badanych

zwigzkow po ich wbudowaniu do bton komérkowych na przyktadzie komorek HeLa, K562 i

MOLT4. Poréwnujac widma emisji dla roztworu badanych PV-COEs w roztworze soli

fizjologicznej oraz wewnatrz komoérek w wigkszosci zaobserwowano zwigkszajace si¢ od

komorek MOLT4, przez K562 do komoérek Hela przesunigcie hipsochromowe sugerujace

wzrost hydrofobowosci. Dla zwiazkéw z grupy SN-COEs zarejestrowano widma ekscytacji i

emisji pochodnych roztworéow badanych zwigzkow w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci

(woda, metanol, DMSO). Poza tym, podobnie jak w przypadku PV-COEs, dla wigkszos$ci

pochodnych SN-COEs zaobserwowano zwigkszajace si¢ od komoérek K562 do Hela

przesuni¢cie hipsochromowe Aem. Czy podczas analiz dokonano pomiaru widm w pelnym
podiozu do hodowli komorek?

Trzeci rozdzial dotyczy obrazowania za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej i
konfokalnej. Jest niewatpliwie najbardziej spektakularng czeécig pracy 1 jednocze$nie
dowodem, ze postawione cele zostaly osiagniete. Wykazano, ze COEs, niezaleznie od
warunkow inkubacji, modelu komorkowego oraz procesu utrwalania komorek, lokalizowaty
sie¢ w wewnatrzkomorkowych strukturach lipidowych, a eksperymenty kolokalizacyjne
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pbserwowano lokalizacji w jadrach komorkowych, ale wykazano mozliwo$¢ ich
korzystania do wizualizacji pgcherzykdéw apoptotycznych. Na uwage zastuguje réwniez
fakt, ze barwniki komercyjne wykazywaty mniejsza selektywno$¢ niz badane skoniugowane
oligoelektrolity, a st¢zenia COEs potrzebne do efektywnego wybarwienia komorek sg nizsze
niz stezenia, w ktorych uzywa si¢ komercyjnych barwnikow.
Ostatni  rozdzial opisujagcy wyniki prac  eksperymentalnych  dotyczy analizy
wewnatrzkomorkowej intensywnosci fluorescencji badanych zwigzkow metoda sortowania
komorek aktywowanych fluorescencyjnie. Dla wszystkich badanych zwiazkow odnotowano
zalezny od stezenia wzrost intensywnosci wewnatrzkomorkowej fluorescencji. Na podstawie
analiz mikroskopowych 1 FACS stwierdzono, ze najlepszymi kandydatami sposrod
testowanych COEs sag DSSN+, COE1-5C+, DSNN-NMe3+ oraz DSNNDEA.

Niewatpliwie realizacja zatozonych celéw wymagata od Doktorantki przeprowadzenia
wielu eksperymentdow w laboratorium oraz doglgbnych 1 czasochtonnych studiow
literaturowych. Wszystkie przedstawione badania zawarte w przedtozonej do oceny pracy
zostaly wykonane i opisane poprawnie. Rozdzialy czes$ci eksperymentalnej koncza sie¢
zwigztym podsumowaniem 1 trafnymi wnioskami. Cze$¢ badan, jakie przedstawita
Doktorantka w swojej pracy doktorskiej znalazty juz odzwierciedlenie w trzech publikacjach
naukowych w czasopismach z listy filadelfijskiej (Chemical Communications, Journal
of Photochemistry and Photobiology B, New Journal of Chemistry), w rozdziale w ksigzce
,»Na pograniczu chemii 1 biologii” oraz w jednym patencie. Dorobek ten §wiadczy o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w prace badawcze, a takze potwierdza wysokie kompetencje
Promotora pracy.

W pracy nie znajduj¢ powazniejszych btedow czy tez istotnych niedociagnieé, czytato
si¢ ja bardzo dobrze. Zdarzyly si¢ bardzo drobne biedy literowe (w tym na pierwszej stronie
w tytule pracy). Wymieni¢ natomiast kilka drobnych uwag merytorycznych:

e strona 4: 60 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego odbyt si¢ we Wroctawiu, a
nie w Gdansku

e strona 16: Dlaczego w wykazie skrétow w nazwach zwigzkéw Doktorantka
przedrostek ,,bis” czasami pisze z wielkiej, a czasami z matej litery?

e strona 25: Cytat ,Organizmy zywe swoje wlasciwosci bioluminescencyjne
wykorzystuja w interakcjach z otoczeniem, natomiast w $wiecie naukowym
odtworzenie tych wlasciwosci pozwala na badanie interakcji migdzy komorkami czy
genami”. Co Doktorantka ma na mysli piszac o interakcjach migdzy genami? Czy
produkty ich ekspres;ji?

e strona 25: Doktorantka uzywa skrotow nazw gatunkowych P. pyralis, P.
plagiophtalamus, R. reniformis, G. princeps. Wczesniej] nie uzywano nazw
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rodzajowych, a wigc proponowatabym zastosowanie nazewnictwa w postaci Photinus
pyralis, Pyrophorus plagiophtalamus, Renilla reniformis 1 Gaussia princeps.

Strona 37: Co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,zlozenia tancucha
polipeptydowego™? Czy chodzi o proces faldowania, zwinigcie przestrzenne
polipeptydu?

e strona 53: Doktorantka uzywa slowa optaszczanie w stosunku do procesu przylegania
komorek do powierzchni ptytki 96-dotkowej. Termin ten stosuje si¢ raczej do bialek
lub innych czasteczek, a nie do komorek.

e Strona 55: wydaje mi si¢, ze zamieniono ilos¢ wysianych komorek na ptytkach 24- i
48-dotkowych

e Strona 62: Podpis pod Rysunkiem 9 wskazuje, ze lewa kolumna przedstawia obrazy
mikroskopowe poszczegdlnych linii komérkowych. O jaka lewa kolumng chodzi?

e strona 93: Podpisy pod Rysunkiem 23 1 24 sg identyczne, a z opisu w tekscie rozdziatu
wynika, ze przedstawiajg inne stezenie DSSN+

e strona 99: Analizujac obrazy mikroskopowe przedstawione na Rysunkach 28 i1 29 oraz
poréwnujac je ze zdjeciami na poprzednich stronach, a w szczeg6lnosci biorge pod
uwage do$¢ duze pole widzenia, mam watpliwo$¢ czy rzeczywiscie przedstawione
zdjecia pokazuja powickszenie 40x. Sugerowatabym takze, aby przy analizach
poréwnawczych stosowac takie same powiekszenia.

Powyzsze uwagi, w czesci dotyczace pomylek edytorskich i1 gramatycznych majg na celu
jedynie korekte pracy. Natomiast pod wzgledem merytorycznym przedstawiong do recenzji
dysertacj¢ oceniam bardzo wysoko. Cele zostaty jasno okres$lone, cykl eksperymentalny
dobrze przemyslany, a Doktorantka wykazata si¢ znajomos$cia réznych technik badawczych.
Dlatego stwierdzam, ze praca doktorska mgr Justyny Milczarek spelnia wszystkie wymogi
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(art. 13 z dnia 14 marca 2003 r. Dz. U. nr 65, poz. 593 z p6zniejszymi zmianami), stawiane
rozprawom doktorskim. Z pelnym przekonaniem wnioskuje wigc do Rady Naukowe;j
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi o przyjgcie rozprawy i
dopuszczenie mgr Justyny Milczarek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie wnioskuje by wyrdzni¢ recenzowang prac¢ doktorska z uwagi na jej wysoka
warto$¢ naukowa 1 praktyczng potwierdzong publikacjami o zasiggu migdzynarodowym oraz
znaczacy wkiad w poszerzenie 1 werytikacje dotychczasowej wiedzy.
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