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Ocena pracy doktorskiej mgr Justyny Milczarek
pt. "Badania skonjugowanych oligoelektrolitéw jako potencjalnych sond

fluorescencyjnych do barwienia membran komdrkowych”

Techniki obrazowania stanowig wazna grupe narzedzi stosowanych w
badaniach strukturalnych i funkcjonalnych komoérek oraz tkanek. Umozliwiaja one
poznanie lokalizacji molekul w komédrkach lub tkankach, kinetyke ich syntezy,
wspolwystepowanie oraz interakcje. Obrazowanie pozwala na analize
molekularnych i wewnatrzkomdrkowych procesé6w wystepujacych w organizmach
zywych. Poznanie zjawisk zachodzacych na poziomie molekularnym mozliwe jest
dzieki wprowadzaniu do komérek sond-znacznikéw, ktore wigzg sie z elementami
struktur komérkowych. W tym celu poszukuje si¢ ciagle nowych znacznikow,
ktore beda wigza¢ si¢ selektywnie ze strukturami komorki lub tkanki. Niezwykle
wazne jest poszukiwanie nowych $rodkéw do obrazowania, ktore beda
nietoksyczne i pozwolg na monitorowanie proceséw zachodzacych w komorce.
Dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina obrazowania molekularnego wykorzystuje
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badania z uzyciem metod optycznych, w ktérych zastosowanie maja znaczniki

fluorescencyjne. Techniki te sg ciggle udoskonalane w taki sposdb, aby zwigkszy¢
jakos$¢ i czutosé uzyskiwanych wynikow.

Przedstawiona do oceny praca doktorska poswiecona jest badaniom nad
mozliwosciag wykorzystania skonjugowanych oligoelektrolitow opartych na bazie
fenylenowinylenu i styrylonaftalenu jako potencjalnych sond fluorescencyjnych w
obrazowaniu komorek.

Recenzowana praca doktorska jest obszernym, liczacym 148 stron
opracowaniem, zawierajagcym 57 rycin, 4 tabele oraz 130 pozycji literaturowych,
dobrze dobranych z punktu widzenia merytorycznego.

Prace doktorska mgr Justyny Milczarek rozpoczyna czes¢ teoretyczna,
poprzedzona Wykazem skrotow. W czesci teoretyczne] omowione zostaty rodzaje
bioobrazowania, metody detekcji fluorescencji i sondy fluorescencyjne. Metody
stosowane w pracy zostaly opisane w sposoéb prawidlowy. W wyniku
przeprowadzonych badan Doktorantka otrzymata szereg interesujgcych wynikow.
W celu zbadania wtasciwosci biologicznych oligoelektrolitéw i ich potencjalnego
wykorzystania jako sond fluorescencyjnych w wizualizacji komorek, Autorka
rozprawy wykorzystala ludzkie i mysie linie komérkowe, zaréwno prawidtowe jak
1 o charakterze nowotworowym. Istotnym problemem w badaniach z
zastosowaniem znacznikéw fluorescencyjnych jest ich toksycznosé. W pierwszej
czesci badan Doktorantka ocenita cytotoksycznosé badanych zwigzkéw, badata
ich wplyw na przezywalnos¢ komoérek w wybranych liniach komoérkowych w
réoznych czasach inkubacji. Dokonala analizy spektralnej testowanych zwiazkow
w roznych rozpuszczalnikach i po wbudowaniu sie¢ ich w struktury bton
komorkowych. Wykorzystujac metody mikroskopii konfokalnej i fluorescencyjnej
dokonata oceny ich przydatnosci jako potencjalnych sond w barwieniu komorek i

struktur ~ wewnatrzkomoérkowych. Przeprowadzita iloSciowg  analize
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wewnatrzkomoérkowego sygnalu fluorescencyjnego stosujac metode cytometrii

przeplywowej. Otrzymane wyniki zostaly opisane w dziale Wyniki badan
wlasnych.
W mojej opinii do najwazniejszych osiagnig¢ zamieszczonych w
prezentowanej pracy doktorskiej naleza:
- okreslenie czasu wnikania skonjugowanych oligoelektrolitéw do komoérek,
- wykorzystanie testowanych zwigzkéw do wizualizacji mikropgcherzykow
blonowych,
- okreslenie zdolnosci analizowanych zwigzkéw do barwienia bton
komoérkowych i organelli wewnqtrzkoméfkowych,
- ocena mozliwosci zastosowania oligoelektrolitéw opartych na rdzeniu
styrylonaftalenu jako znacznika fluorescencyjnego w obrazowaniu

komorek.

Doktorantka wykazata, Zze badane zwiazki posiadaja zdolnos¢ do
wbudowywania si¢ w blone komodrkowa i moga mieé zastosowanie do
wizualizacji struktur wewnatrzkomérkowych. Biorac pod uwage otrzymane
przez Doktorantke wyniki badan, nasuwa si¢ pytanie: jakie wlasciwosci bton

biologicznych mogg by¢ badane przy uzyciu sprzezonych oligoelektrolitow?

W dziale Dyskusja Wynikéw, Doktorantka analizuje najwazniejsze
osiaggniecia swojej pracy, zas w dziale Podsumowanie formutuje ostateczne
wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan. Otrzymane przez Doktorantke
wyniki maja nie tylko walory poznawcze, ale takze potencjalne znaczenie
diagnostyczne. Nowa generacja znacznikéw fluorescencyjnych specyficznie

wbudowujaca si¢ w struktury blonowe, moze odegrac istotng role w wyjasnieniu
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zmian zachodzacych w blonach komoérkowych oraz ich wplywu na funkcje

komérki w stanach patologicznych.

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Justyny Milczarek oceniam bardzo
wysoko ze wzgledu na wage podjetego tematu, na bardzo dobry warsztat
metodyczny, staranno$¢ w zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen oraz wartosé
uzyskanych wynikéw. Opiniowana praca doktorska stanowi oryginalny 1 znaczacy
wklad w poszukiwaniu nowych znacznikéw fluorescencyjnych majacych
zastosowanie w nowoczesnych technikach obrazowania.

Doktorantka jest wspotautorka trzech praé opublikowanych w czasopismach
o zasiegu miedzynarodowym, jak rowniez wspolautorka ksigzki oraz jednego
patentu.

Oceniana rozprawa doktorska stanowi samodzielne, oryginalne rozwigzanie
przez Doktorantke problemu badawczego i odpowiada warunkom okreslonym w
art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 z p6z.zm.).

Z pelnym przekonaniem wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr Justyny Milczarek do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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dr hab. prof. nadzw. Maria Swigtkowska
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