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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Switalskiej
pt. "Fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe oparte na strukturze G-kwadrupleksu, ich
charakterystyka i oddziatywanie z monowarstwa Langmuira"

Przekazana do recenzji praca doktorska mgr Angeliki Switalskiej zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Bernarda Juskowiaka w Pracowni Chemii Bioanalitycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
im. A. Mickiewicza w Poznaniu.

Celem badan prowadzonych przez mgr Angelike Switalskg byto zaprojektowanie i charakterystyka
spektralna fluorescencyjnych sond do detekcji jondw potasu z wykorzystaniem techniki Langmuira
z udziatem monowarstwy lipidowej. Sondy oparte byly na strukturze dwdch znanych z literatury
oligonukleotydow DNA tworzacych G-kwadrupleksy.

Badania opisane w ramach przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej doskonale wpisujg sie
w Swiatowe trendy projektowania i tworzenia fluorescencyjnych sond molekularnych o potencjalnym
zastosowaniu biomedycznym. Obecnie biosensory sg coraz czesciej wykorzystywane do wykrywania
fizjologicznie waznych analitéw w préobkach biologicznych takich jak krew, osocze, mocz czy $lina. Sondy
fluorescencyjne moga stuzy¢ do detekcji szerokiego spektrum zwigzkédw, pomagajagc w badaniach
przesiewowych, diagnostyce i monitorowaniu standw chorobowych oraz ocenie skutecznosci danej
terapii. Niewatpliwie, biosensory stajg sie niezwykle ciekawg alternatywg dla aktualnie wykorzystywanych
technik analitycznych, umozliwiajgc szybkie monitorowanie docelowych substancji w czasie rzeczywistym.

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim, liczy w sumie 328 stron i podzielona jest na trzy
zasadnicze czesci tj. czesc literaturowg, czesc eksperymentalng oraz rozdziat zawierajgcy wyniki i dyskusje.
Na poczatku pracy umieszczony jest wykaz skrétédw i symboli, natomiast cel pracy znalazt swoje miejsce



po czesci literaturowej i poprzedza cze$é eksperymentalng rozprawy. Co ciekawe, streszczenie oraz jego
odpowiednik w jezyku angielskim znalazty sie na samym konicu pracy, tuz przed spisem literatury.
Takie umiejscowienie streszczenia jest dla recenzenta nieco zaskakujace, ale by¢ moze wynika z ogdlnie
przyjetych standardéw uktadu prac doktorskich na Wydziale Chemii UAM.

Czesc literaturowa stanowi dobry przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat zagadnien niezbednych
do zrozumienia dalszej czesci pracy. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka omawia budowe
G-kwadruplekséw, metody ich analizy oraz naturalne wystepowanie w komérkach zywych. Nie zabrakto
rowniez wprowadzenia w tematyke fluorescencyjnych sond oligonukleotydowych oraz podstaw syntezy
nanoklasterow srebra na matrycach oligonukleotydowych wraz z ich zastosowaniem. Cze$¢ literaturowg
wienczy wyczerpujgce omodwienie zagadnienia monowarstw Langmuira pod kagtem zaréwno fizycznych
podstaw techniki, metod ich tworzenia oraz analizy jak i wykorzystania jako modelu btony komérkowej.
Niestety, pomimo silnego zaplecza merytorycznego, ta cze$¢ pracy pod wzgledem edytorskim
rozczarowuje. Czes¢ literaturowa sprawia wrazenie napisanej bez odpowiedniej starannosci, zawiera
liczne literowki, btedy stylistyczne, sktadniowe oraz fleksyjne, niejednokrotnie wynikajgce zapewne
z bezposredniego, dostownego ttumaczenia zdan anglojezycznych oraz niepotrzebne zapozyczenia
z jezyka angielskiego takie jak chociazby G-kwadrupleksy ,intra-” oraz ,intermolekularne” zamiast
»wewnatrz-” oraz ,miedzyczgsteczkowe”, ,immunosystem” zamiast ,uktad immunologiczny” czy tez
»,sekwencje flankujgce” zamiast ,,sekwencje zamykajgce/otaczajgce”. Oczywiscie przy tak obszernym
opracowaniu pisemnym nie sposoéb unikng¢ pewnych btedow, jednak praca jest nimi wrecz przesycona.
Z pewnoscig mozna by byto duzg cze$é literowek i bteddw wyeliminowac na etapie dodatkowych korekt,
co poprawitoby znaczaco odbidr tekstu przez czytelnika. Mam réwniez zastrzezenia do uzywania
nie zawsze poprawnego nazewnictwa. Dla przyktadu wymienie jedynie pare przypadkéw obrazujgcych
znalezione niedociggniecia:

(i) str. 22, zasady azotowe, ktére weszty juz powszechnie do jezyka potocznego, bardziej
elegancko mozna by byto nazwa¢ zasadami heterocyklicznymi;

(i) termin ,absorpcja” jest niejednokrotnie w rozprawie doktorskiej nieprawidiowo uzyty
i powinien zostac zastgpiony terminem ,,absorbancja”;

(iii) str. 44, Doktorantka postuzyta sie okresleniem ,kregostup G-kwadrupleksu”, ktére znacznie
lepiej zastapic¢ ,,szkieletem” lub ,rdzeniem G-kwadrupleksu”;

(iv) str. 54, ,jednoniciowe oligonukleotydy” powinny byc¢ zastgpione po prostu oligonukleotydami,
gdyz sg one zawsze jednoniciowe — mogg oczywiscie tworzy¢ struktury wewnatrzczgsteczkowe
lub oddziatywa¢ na zasadzie samokomplementarnosci, niemniej jednak nadal jeden
oligonukleotyd to jedna nié niezaleznie od oddziatywan, w jakie zostaje uwikfany;

(v) str. 55, Doktorantka piszac ,Potas jest takze niezbedny do hamowania krzepniecia trombiny”
miata raczej na mysli krzepniecie krwi (?);

(vi) str. 60, LNA to nie ,zablokowane kwasy nukleinowe” a raczej kwasy nukleinowe o usztywnionej
konformacji pierscienia rybozy;

(vii)  str. 64, Rys. 12 |, traktowanie B-pirenylonukleozydu jako rodzaju modyfikacji 2’-deoksyrybozy
jest dla recenzenta dosy¢ kontrowersyjnym podejsciem;



(viii)  str. 66, niepoprawna numeracja atomoéw pirymidyny (N5), deazapuryny (N7) oraz puryny (N8);

(ix) str. 74, monomer cytozyny DNA powinien zosta¢ nazwany 2’-deoksycytydyng;

(x) ,hiedopasowane pary zasad”, o ktorych wspomina Doktorantka na str. 75 to zwyczajowo
,hiesparowania”.

Jakos¢ rysunkow oraz wzordw strukturalnych oceniam dosy¢ wysoko, chociaz i tutaj zdarzyto sie pare
pomytek. Pomimo licznych btedéw, bezdyskusyjnym pozostaje fakt, iz czes¢ literaturowa przedstawiona
w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowi dobry wstep do omdwienia wynikdéw badan wtasnych, napisany
w sposOb rzeczowy. Zapoznanie sie z tg czescig rozprawy bez watpienia stanowi dla czytelnika ufatwienie
w analizie i interpretacji wynikdw zawartych w dalszej czesci pracy.

Kolejng waing czescig rozprawy doktorskiej jest czes¢ eksperymentalna. Doktorantka w sposéb
szczegotowy opisata sposoby przygotowywania wykorzystywanych w eksperymentach roztwordéw
bazowych, Zrédto pochodzenia oligonukleotyddw, sposdb ich oczyszczania oraz weryfikacji stopnia
czystosci. Pewien niedosyt pozostawia opis pomiaru krzywych topnienia z wykorzystaniem metody UV.
Prositabym Doktorantke, aby podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej rozszerzyta informacje
na temat metodyki tych badan o podanie ilosci krzywych uzyskanych dla danego oligonukleotydu
oraz zakresu wielkosci bteddw, jakimi obarczone byty podane w tabelach wartosci Tm. Dodatkowo,
poniewaz szybko$¢ zmiany temperatury podana w czesci eksperymentalnej wyniosta az 1°C/min,
prositabym o zaprezentowanie przyktadowych krzywych topnienia zarejestrowanych w przypadku
podgrzewania oraz chtodzenia probki i komentarz na temat obserwowanego zjawiska histerezy
w odniesieniu do otrzymywanych w ten sposdb wynikdw — w jakim celu pomiar wykonywany byt
w obydwu kierunkach? Dlaczego obserwujemy zjawisko histerezy oraz jak wptywa ono na otrzymane
dane? Ktdre z krzywych postuzyty do wyznaczenia wartosci Tm zamieszczonych w tabeli?

Najistotniejszg czes¢ pracy stanowi omowienie wynikéw badan wtasnych. W powyzszej czesci rozprawy
Doktorantka wyczerpujgco i rzeczowo przedstawia rezultaty swoich badan. Sposdb, w jaki zostaty opisane
otrzymane wyniki $wiadczy o duzej wiedzy mgr Angeliki Switalskiej w tej tematyce. W rezultacie szeregu
doskonale zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentéw Doktorantka zaprojektowata cztery
rodzaje sensoréw, tj. sondy typu FRET, znakowane pirenem, znakowane 5-(1-etynylopirenylo)-2’-
deoksyurydyng oraz nanoklastery srebra, a nastepnie z sukcesem:

- okreslita stabilnos¢ poprzez wyznaczenie temperatur topnienia sond;

- scharakteryzowata zmiany strukturalne badanych sond z wykorzystaniem spektroskopii UV, dichroizmu
kotowego oraz spektroskopii fluorescencyjnej;

- okreslita selektywnos¢ sond wzgledem jondw Na* oraz K*;

- przetestowata sondy w warunkach zblizonych do komdrkowych;



- okredlita zachowanie sond na granicy faz woda/powietrze;

- oszacowata uzytecznos¢ sond do konstrukcji sensoréw poprzez charakterystyke filméw Langmuira-
Blodgett.

Wyniki powyzszych analiz wyraznie pokazaty potencjat wykorzystania struktur G-kwadrupleksowych
znakowanych fluorescencyjnie do monitorowania zmian stezenia jondw potasu. Dodatkowe zastosowanie
kotwicy cholesterolowej byto natomiast prostym, lecz nader skutecznym sposobem na wbudowanie
badanych sond w btone komodrkowa, przez co wykorzystanie sond jako biosensoréw zyskato wymiar
nie tylko czysto poznawczy, ale skutecznie zblizyto sie do realnych mozliwosci ich biomedycznego
zastosowania. W moim odczuciu na szczegdlng uwage zastuguje interdyscyplinarnos¢ przedstawionych
w rozprawie doktorskiej badan. Doktorantka nie tylko przeprowadzita na zaprojektowanych sondach
olbrzymig ilo$¢ eksperymentdéw majgcych na celu ich szczegdétowq charakterystyke, ale réwniez poszta
o krok dalej, przekazujagc wybrane sensory do badan biologicznych i sprawdzajgc ich potencjat
w Srodowisku komodrkowym. Takie wielotorowe podejscie do zadanego problemu badawczego czyni
prace niezwykle interesujaca.

Niestety rowniez w powyzszej czesci rozprawy doktorskiej znajduje sie mndstwo bteddéw stylistycznych
oraz literéwek, co powoduje, Ze praca sprawia wrazenie niestarannie napisanej. Ponizej wymienie jedynie
pare przyktaddéw:

- str. 214, operowanie skrétami: , Insert na (Rys. 76B) przedstawia zaleznosci int. fluorescencji(...)”; ,,Profil
(...) wykazuje spadek int. fluorescencji (...) natomiast profil F483 vs T do temp. 45,0 °C{(...)";

- str. 214, literowki: ,,”Eksperyment ten wskazuje, ze po stopnienia struktury dsDNA(...)”, str. 245, ,tymin”
(w domysle tymina);

- str. 172, btedna nazwa: F-TBA-T/Na* (powinno by¢ F-Tel21-T/Na*);

- str. 260, btad sktadniowy w zdaniu rozpoczynajgcym podrozdziat: ,,Dane literaturowe okreslajgce
parametry termodynamiczne, ktdre charakteryzujg oddziatywanie jonow Ag+ z réznymi polimorficznymi
strukturami DNA (nici bogate w cytozyne, dupleks, i-motyw, G-kwadrupleks).”;

- str260, wielokrotne btedy gramatyczne/fleksyjne: ,Stwierdzono, Zze matryce oparte
na intramolekularnych G-kwadrupleksdw o topologii antyrownolegtej powodujg uzyskanie AgNCs
o wyzszej intensywnos$¢ wydajnosci fluorescencji w poréwnaniu z G4 DNA o topologii rownolegtej
i hybrydowej.”; str. 283 ,(...) mozna stwierdzié, ze obecnosci znacznikéw (...) destabilizuje (...) natomiast
ugrupowanie cholesterolowego wptywa pozytywnie (...)".

Pomijajac niedoskonatosci jezykowe rozprawy doktorskiej, nie udato sie rowniez unikng¢ pewnych
niescistosci. Na przyktad, opis dotyczacy podstaw techniki wyznaczania temperatur topnienia struktur
tworzonych przez kwasy nukleinowe, pomimo wysoko ocenianej przez recenzenta szczegodtowosci
i poprawnosci merytorycznej ogranicza sie jedynie do czgsteczek DNA. Zapewne wynika to z faktu,



iz Doktorantka w ramach swojej pracy doktorskiej pracowata wytgcznie z tego typu czgsteczkami. Jednak
nie sposdb oprzec sie wrazeniu, ze takie ograniczenie sugeruje, ze czgsteczki RNA zachowuja sie podczas
topnienia UV w sposdb odmienny. Wydaje sie wiec, ze przedstawiony, rzeczowy opis bytby petniejszy bez
podkreslania zachowania struktur DNA i opisania tej techniki jako bardziej uniwersalnej, dotyczacej
zarowno DNA jak i RNA. Przy okazji chciatabym zwréci¢ uwage na niezwykle wazny aspekt wyboru
odpowiedniego buforu do topnien UV, jaki zostat wspomniany i poprawnie opisany przez Doktorantke
w tej czesci pracy, co stanowito dla mnie bardzo mite zaskoczenie. Przed rozpoczeciem odpowiednich
pomiarow nalezy uwzgledni¢ pKa buforu, pojemnos¢ buforowg, kompatybilnos¢ z jonami metali
oraz zalezno$¢ wartosci pH od zmian temperatury i wida¢ doktadnie, ze Doktorantka miata tego petna
Swiadomosc¢. Niestety jest to nadal rzadko spotykane wsréd naukowcdédw zajmujacych sie badaniami
trwatosci termodynamicznej kwasow nukleinowych i do dnia dzisiejszego istnieje szereg publikacji,
w ktérych mozna spotkac Tris-HCl jako bufor (niestusznie) uzywany do pomiaréw termodynamicznych.

Niescisto$¢ wkradta sie rowniez do wynikow prezentowanych w Tabeli 9 na str. 151. Bardzo pomocne dla
czytelnika jest oznaczenie wartosci niewiarygodnych, jednak nie mogtam nigdzie odszuka¢ informacji,
na czym polega owa niewiarygodnos$¢? Ponadto, nieco dziwne wydaje sie przypisanie do wartosci Tm
réwnej 69 °C komentarza ,brak Tm”. Zaktadam jednak, ze to kolejna literéwka/btad edytorski.

W podrozdziale 14.3.2 Doktorantka opisuje spektroskopie dichroizmu kotowego, jako sposéb
na ,,sprawdzenie czy obecnos$¢ znacznikdw nie przeszkadza w formowaniu sie struktury G-kwadrupleksu”.
W tym przypadku jednak poprawniejsze bytoby opisanie metody CD, jako sposobu analizy wptywu
znacznikdw na ewentualne zmiany w topologii fatdowania G-kwadrupleksu. Wptyw modyfikacji na samo
formowanie sie struktury zostat bowiem sprawdzony poprzez analize krzywych topnienia i wartosci

temperatur topnienia badanych czgsteczek.

Podobnie, w podrozdziale 15.3.2 przy opisywaniu pasm charakterystycznych dla duplekséow wkradfa sie
pewna niescistos¢ w przypisaniu ,wszystkim” dupleksom dodatniego pasma przy okofo 260-280 nm
oraz ujemnego okofo 245 nm. W tym wypadku zabrakto mi rozréznienia charakterystycznych ksztattow
widm CD w odniesieniu do rdznorodnych geometrii (A, B, Z), jakie mogg przyjmowac struktury helikalne.

W rozdziale 16.3 umieszczono Tabele 15 zawierajacg wartosci temperatur topnienia dla G-kwadruplekséw
Tel22C12. Niezrozumiatym jest dla mnie brak danych dla Tel22C12-AgNCs w obecnosci jonéw sodu,
pomimo, ze krzywa odpowiadajgca takiemu uktadowi jest zaprezentowana na str. 249 (Rys. 104B, z6tta

krzywa).

Ponadto, mam réowniez pare uwag oraz pytan dotyczgcych czesci wynikow. Prositabym wiec Doktorantke
o ustosunkowanie sie do nich podczas publicznej obrony pracy doktorskie;j:



Analiza sekwencji znajdujgcej sie na Rys. 31C (str. 146) pokazuje, ze w przypadku oddziatywania
z sekwencjg przedstawiong na Rys. 31D oraz 31E tworzg sie trzy niesparowania —jaka jest ich rola?
Dlaczego nie uzyto w petni komplementarnej sekwencji?

Doktorantka omawiajgc profile topnienia pokazane na Rys. 34 (str. 150) przypisuje efekt
hiperchromowy, obserwowany w zakresie temperatur 55-90°C, rozplataniu struktury dupleksu.
Nie mozna tego wykluczyé, natomiast w profilu wystepuje rowniez drugi efekt hiperchromowy
w zakresie 10-30°C (Rys. 34A, krzywa z6tta oraz zielona). Czy wiadomo zatem jak wyttumaczy¢
nietypowe zachowanie krzywej w tym rejonie?

Ciekawa obserwacja dotyczgca wptywu kotwicy cholesterolowej na stabilnos¢ G-kwadrupleksu
(wzrost Tm o 16 °C w obecnosci jondow K* oraz o 5 °C w obecnosci jondw Na*, str. 153).
Czy wiadomo, z czego wynika az tak duza rozbieznos¢ w efektach stabilizacyjnych w wymienionych
warunkach solnych?

Na podstawie widm przedstawionych na Rys. 43 i 44 Doktorantka sugeruje, ze obecnos¢
dodatkowej 16-merowej sekwencji oraz ukfadu dsDNA negatywnie wptywa na tworzenie
G-kwadruplekséw. Natomiast analiza poréwnawcza wartosci Tm nie wykazuje znaczacej zmiany
stabilnosci pomiedzy G-kwadrupleksami zawierajgcymi FAM, FAM z dodatkowg sekwencjg czy tez
z uktadem helikalnym (Tm wynosi odpowiednio 38°C, 38°C oraz 37°C). Jak mozna zatem
wyttumaczyc rozbieznos¢ we wnioskach wyciggnietych na podstawie analizy Tm oraz widm emisji
dla 16-F-TBA-T/Ch16’?

Na podstawie widm CD przedstawionych na Rys. 88 A-D (str. 227) Doktorantka przypisuje
topologie typu ,koszyk” czgsteczkom G4 DNA w obecnosci jondw sodu, natomiast topologie
hybrydowag wszystkim czgsteczkom G4 DNA w obecnosci jondw potasu, wskazujac
charakterystyczne pasmo przy 270 nm. Czy krzywa CD dla Tel22-Tpy w Na* (Rys. 88A) nie wskazuje
bardziej na topologie hybrydowg? Czy w przypadku pozostatych czgsteczek G4 DNA w obecnosci
K* topologia nie jest inna niz hybrydowa? Na Rys. 88 B-D trudno dostrzec jakiekolwiek pasmo
przy 270 nm w widmach otrzymanych w buforze zawierajagcym jony K*.

Pewng trudnos$¢ sprawito mi dopatrzenie sie wartosci Tm zawartej w tabeli 15 dla Tel22C12
w obecnosci jondw sodu na Rys. 104 A oraz 104B (str. 249). W trakcie publicznej obrony prositabym
o zaprezentowanie tych krzywych rejestrowanych w obydwu dtugosciach fali wraz z pierwsza
pochodng oraz wyznaczonymi wartosciami Tm (38°C oraz 36°C). Co Doktorantka rozumie przez
»pozorne dsDNA"?

Analiza Rys. 121 (str. 269) wskazuje, ze fluorescencja ulega wygaszaniu zaréwno w obecnosci
jonéw Na* jak i K*, z tym, ze K* wycisza fluorescencje wydajniej. Skoro jony Na* réwniez wyciszajg
fluorescencje, czy jest mozliwe odréznienie w srodowisku komdérkowym czy wyciszenie na danym
poziomie nastgpito pod wptywem np. niskiego stezenia jondw K* czy tez wysokiego stezenia jonow
Na*? Podczas publicznej obrony pracy doktorskiej prositabym Doktorantke o dyskusje w Swietle
oceny realnej uzytecznosci takiej sondy.

Zamieszczone na stronach 274 i 275 widma fluorescencji nanoklasteréw srebra Tal22C12-AgNCs
na granicy faz woda/powietrze sktonity Doktorantke do wyciaggniecia wniosku, iz badany uktad ma



znaczenie diagnostyczne. Dlaczego wiec nie witgczono nanoklasterow do badan z uzyciem linii
komdrkowej Hela?

Na koniec pragne wyraznie zaznaczy¢, ze przedstawione powyzej komentarze i uwagi nie zmieniajg mojej
pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Switalskiej. W przedtozonej do recenzji pracy
zaprezentowane zostaty interesujgce wyniki badan, ktore doprowadzity do ciekawych i oryginalnych
whnioskéw. Rozbudowana i rzeczowo omodwiona cze$¢ opisujgca otrzymane rezultaty wskazuje na duzg
wiedze Doktorantki w tym obszarze nauki. Dlatego stwierdzam z petnym przekonaniem, iz rozprawa
doktorska mgr Angeliki Switalskiej odpowiada wymogom stawianym przez Ustawe z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnioskuje
do Rady Wydziatu Chemii UAM o dopuszczenie mgr Angeliki Switalskiej do dalszych etapédw przewodu
doktorskiego. Dodatkowo, ze wzgledu na oryginalnos¢ badan oraz ich interdyscyplinarny charakter
zwracam sie réwniez do Rady Wydziatu Chemii UAM z wnioskiem o wyrdznienie powyziszej pracy
doktorskiej.



