Uniwersyte: Wa

WYDZIAL CHEMII ST

UNIWERSYTET WARSZAWSKI \]-[)\NCh

Warszawa, 27 stycznia 2025
Prof. dr hab. Barbara Palys
Wrydziat Chemii

Uniwersytetu Warszawskiego

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Mgr Katarzyny Cecylii Ratajczak zatytulowanej
Opracowanie systemow bioczujnikowych przeznaczonych do wykrywania mRNA surwiwiny i

monitorowania stezenia ATP w komdrkach nowotworowych

Praca doktorska mgr Katarzyny Cecylii Ratajezak zostala wykonana pod kierunkiem pani
profesor Magdaleny Stobieckiej w Katedrze Fizyki i Biofizyki Instytutu Biologii Szkoly Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Tematyka badan przedstawionych w rozprawie dotyczy wykrywania chorob
nowotworowych we wezesnym stadium rozwoju choroby. Tematyka ta jest niezwykle wazna pod
wzgledem spolecznym, gdyz udoskonalenie narzedzi diagnostycznych mogtoby znaczgco
poprawié przezywalno$¢ pacjentow. Rozprawa koncentruje si¢ na wykrywaniu mRNA surwiwiny
oraz adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) jako markeréw nowotworowych. Surwiwina jest bialkiem
hamujagcym proces apoptozy, ktore jest wydzielane nadmiernie przez komorki wielu rodzajow
nowotworéw. Mimo nadmiernej ekspresji jest to biatko trudne do oznaczania analitycznego'.
mRNA surwiwiny jako marker nowotworowy jest bardzo trafnym wyborem, ze wzgledu na
wzglednie prostszy sposéb detekcji w poréwnaniu do samego biatka. Druga z badanym przez
doktorantke substanciji jest ATP, wystepujacy w nadmiarze w tkankach nowotworowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa sklada si¢ z pigciu prac z czego cztery stanowig
artykuly oryginalne oraz jeden artykut przegladowy. Wszystkie prace opublikowano w
czasopismach naukowych o duzych wspélczynnikach oddziatywania, w tym Biosensors and
Bioelectronics (IF = 10,257) 1 ACS Applied Materials and Interfaces (IF = 8,456). Dodatkowo pani
Ratajczak jest wspélautorkg kolejnych 7 prac oprocz tych skladajacych sie na rozprawg. Jej prace
byly cytowane 509 razy. dajac wspotezynnik h = 9. Jest to znakomity wynik dla naukowca na

poczatku kariery naukowej.

! Tsuruma, T. et al. (2010). Targeting Survivin in Cancer Therapy: Clinical Considerations. In: Cecconi, F., D'Amelio,
M. (eds) Apoptosome. Springer, Dordrecht. https:/doi.org/10.1007/978-90-481-3415-1 16
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Cykl publikacji jest poprzedzony wstgpem wprowadzajacym w tematyke chorob
nowotwotowych oraz znaczenie wezesnej diagnostyki. Doktorantka opisuje tlo badaf, przedstawia
cel pracy, najwazniejsze wyniki oraz podsumowanie, ktére zawiera wnioski z badan. Pod
wzgledem formalnym wstep jest bez zarzutu. Jest bardzo starannie napisany. Bledy edytorskie sg
nieliczne (nie przytaczam). Dobrze wprowadza czytelnika do tematyki publikacji P1-P5.

Szerzej zostaly oméwione: ekspresja surwiwiny w roznych rodzajach raka oraz metabolizm
komérek rakowych i mechanizmy prowadzace do podwyzszonego stezenia ATP w mikro
srodowisku guza. Autorka zwieZle przedstawia podstawy fizykochemiczne proponowanych w
dalszej czedci pracy oznaczef, czyli zjawisko fluorescencji oraz zjawisko fluorescencyjnego
rezonansowego przeniesienia energii (FRET). Nastgpnie przedstawita ogélng ide¢ dziatania
biosensoréw, w ktorych elementem receptorowym sg aptamery oraz sondy nukleotydowe typu
,.sygnalizator molekularny”. Aptamery i sondy typu ,,sygnalizator molekularny” byty elementami
receptorowymi czujnikéw opisanymi w publikacjach skiadajacych si¢ na rozprawg. Nastgpnie
opisane sa typowe nano-noéniki stuzace do transportu sond molekularych przez blony
komérkowe. Omdwionymi nosnikami sa liposomy, ktére autorka stosuje w publikacjach P11 P4.
Omawia takze po krotee tlenek grafenu (GO), ktory byt stosowany jako nosnik w publikacji P2.
Autorka przedstawia role i przyklady zastosowah GO w biosensorach. Opis jest ciekawy, chociaz
mozna bylo siggna¢ po inne prace, na przyklad grupy Martina Pumery, kiore opisuja szerze]
wlasciwoéci chemiczne GO. Na zakoriczenie opisu tla badan autorka przytacza przyklady
oznaczen mRNA surwiwiny zaproponowane przez innych autoréw. Wstep opiera si¢ na 163
pozycjach literaturowych, co $wiadczy o tym, ze doktorantka rzetelnie przedstawita tho
prowadzonych badan. Oprécz wstepu literaturowego jako tlo badan mozna potraktowac publikacje
P3 wlaczona do rozprawy. Publikacja ta stanowi przeglad literatury dotyczacej oznaczania
surwiwiny i oznaczania mRNA kodujacego surwiwing.

Po nakre§leniu tta badan przechodzi do sformufowania celu rozprawy doktorskiej, w
ktérym autorka stawia sobie dwa podstawowe cele:

1. Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o sonde
oligonukleotydowa typu ,sygnalizator molekulamny”, shizacego do wykrywania
sekwencji nukleotydowej mRNA, kodujgcej surwiwing w komérkach nowotworowych.

2. Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o aptamer,
shuzacego do monitorowania poziomu stezenia ATP w komorka nowotworowych.

Okresla takze hipotezy badawcze:
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I1: Wykrywanie ckspresji genu surwiwiny w komoérkach nowotworowych moze byé
prowadzone za pomocg sondy nukleotydowej typu ,sygnalizator molekularny” z sekwencjg
komplementarng do sekwencji mRNA odpowiadajacej za kodowanie surwiwiny.

H2: Zwickszone zapotrzebowanie energetyczne komorek nowotworowych moze by¢
wykrywane poprzez monitorowanie poziomu stgzenia ATP w komorkach za pomocg systemu

bioczujnikowego opartego o aptamer, ktéry wigze sie z ATP.

Realizacji pierwszego z celéw poswiecone s publikacje P1 i P2. Najwazniejsze elementy
publikacji P1 i P2 doktorantka opisuje na stronach 52-56 rozprawy. Najistotnicjszym wnioskiem z
tego fragmentu pracy jest fakt, ze zadanie badawcze 1 zostalo wykonane z sukcesem. Publikacje
P1 i P2 pokazuja, ze zaproponowana sonda typu ,,sygnalizator molekularny” - Sur-MB-Joe nadaje
si¢ do wykrywania mRNA surwiwiny w komorkach nabtonka gruczolakoraka okreznicy SW480,
podezas gdy w zdrowych komorkach nablonka okrgznicy CCD841 sonda nie daje sygnatu
analitycznego. Oprocz podstawowego celu badawczego, waznym osiagnigeiem naukowym jest
przedstawienie struktury drugorzedowej mRNA bedacego celem analizy oraz struktur mRNA,
ktére roznia sie od badanego zmiang wybranych nukleotyddéw. Prace P1 i P2 pokazujg, ze mRNA
tworzy strukture uporzadkowang w odréznieniv od spodziewanych nieuporzgdkowanych
laficuchéw nukleotydéw. W pracy P1 zaproponowano model oddziatywania pomiedzy mRNA a
sondg typu sygnalizator molekularny. Model ten jest wazny dla projektowania nowych sensoroéw
mRNA. W pracy Pl sonda Sur-MB-Joe byt dostarczana do komorek za pomoca liposomow. W
pracy P2 liposomy zastgpiono tlenkiem grafenu. Korzyscig z zastosowania takiego rozwigzania
bylo dodatkowe obniZenie tta fluorescencji Sur-MB-Joe, kidra byla obserwowana w nieobecnosci
docelowego mRNA. Zmniejszenie fluorescencji tla pozwolilo na obnizenie limitu detekeji mRNA
surwiwiny z okoto 26 do 16 nM. Nalezy podkresli¢, ze oba limity detekeji sg niskie i okazaly si¢
wystarczajace do rozrézmiania chorych 1 zdrowych komérek. Bardzo istotng zalety
zaproponowanych oznaczen byla bardzo dobra selektywno$¢, gdyz sondy nie reagowaly z mRNA
réznigcym si¢ o zaledwie o jeden nukleotyd.

W pracy P2 przedstawiono mozliwe oddzialywania pomigdzy sondg i tlenkiem grafenu
oraz ich mozliwy wplyw na hybrydyzacje sondy i mRNA. Badano takze oddzialywanie pomigdzy
tlenkiem grafenu i barwnikiem Joe. Udalo si¢ wyznaczy¢ staty wygaszania Sterna — Volmera 1
okreslono proces wygaszania fluorescencji jako statyczny. Wykazano za pomoca dynamiki

molekularnej, ze zaréwno czgsteczki barwnika jak wygaszacza tworzg wigzania wodorowe oraz
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oddziatywania pi-pi z powierzchnig tlenku grafenu, co moze mie¢ wplyw na proces wygaszania.
Wnioski na temat oddziatywania barwnika z GO sg interesujace dla szerokiego grona chemikéw,
gdyz GO jest elementem wielu sensoréw.

Prace P4, PS sa poswiecone oznaczaniu innego potencjalnego markera, czyli ATP w
komérkach. Do badaf wybrano - jak poprzednio komérki nablonka gruczolakoraka okreznicy
SW480. Komorki inkubowano z inhibitorem syntazy ATP — oligomycyna (P4) lub inhibitorem
glikolizy: 2-deosky-D-glukoza — 2-DG (P5) w celu uzyskania zmian stezefi ATP w prébkach. Jako
elementy receptorowe wybrano aptamery specyficznie wigzace ATP. Wybrano dwa rodzaje
aptameréw: modyfikowane fluoroforem FAM lub fluoroforem i wygaszaczem. W wyniku
tworzenia komplekséw pomiedzy aptamerami i ATP nastgpowato wygaszanie fluorescencii.

Najwazniejszymi elementami nowosci naukowej w pracach P4 i PS5 jest wykazanie, ze
poziom ATP, ktéry mozna regulowaé za pomoca oligomycyny lub 2-DG, jest markerem
nowotworowym, ktéry mozna oznaczal z pomocg proponowanych przez autorke sond
aptamerowych.

Struktury drugorzedowe aptamerdw badano za pomocg dynamiki molekularnej. Wykazano
istnienie czterech mozliwych struktur, z ktérych kazda posiadata petle przypominajacy strukture
typu ,spinki do wloséw”. W pracach P4 i P5 zademonstrowano wplyw temperatury na
fluorescencie uktadow. Jak wydaje sie czytelnikowi, ten wplyw nie pogarsza oznaczalnosci ATP w
temperaturze laboratoryjnej lub w temperaturze ciata ludzkiego. Zaproponowane sondy
wykazywaty sie duza selektywnoscia i wzglednie niskimi limitami detekeji rzedu kilkunastu
mikromoli w rozcienczonym lizacie komorek SW480. Prace P4 i P5 wnosza nowe elementy do
dyskusji o metabolizmie komdrek nowotworowych i stanowig istotng nowos¢ naukows.

Jak kazda praca naukowa, rozprawa Pani Katarzyny Ratajczak otwiera kolejne watki

dyskusji. Mam nadzieje, ze w czasie publicznej obrony bedzie okazja do dyskusji.

Pytania do dyskusji w czasie obrony:

1. Poréwnujac Figure 7 w pracy P1 i Figure 4 w pracy P2, wydaje sig, ze nosniki
liposomowe s3 lepsze (otrzymuje sie wyrazniejsze zdjgcia chorych komérek) niz GO,
mimo iz sondy z GO majg nizszy limit detekcji. Czy doktorantka mogtaby

skomentowac tg obserwacj¢?
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2. Czy praktyczne zastosowanie omawianych w rozprawie czujnikow wymaga biopsji
tkanki nowotworowej, czy istnieje mozliwosé oznaczania markeréw w plynach
ustrojowych?

3. Jakie zakresy stezen mRNA i ATP sg charakterystyczne dla zdrowych komorek i czy

warto w zwigzku z tym staraé si¢ o obnizenie limitu deteke;ji?

Prace wchodzgee w skiad rozprawy sa bardzo spédjne. Dominujgey wkiad doktorantki w
przeprowadzenie i opracowanie badan zostal potwierdzony przez oswiadczenia wspdlautorow,
Rozprawa zawiera obszerny przeglad literatury. Zaleta jest takze bardzo dobre projektowanie sond
z wykorzystaniem dynamiki molekularne] oraz starannie przeprowadzone badania nad
charakterystyka fizykochemiczng sond. Cele rozprawy zostaly osiagniete. Zaproponowane
oznaczenia stanowig wazna nowosé naukowa, co potwierdza opublikowanie wynikdw w uznanych
czasopismach naukowych o duzym wspolczynniku oddzialywania. Biorac pod uwage bardzo
dobry poziom naukowy pracy, wazne elementy nowosci naukowej stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa spefnia z nawiazka wymagania odnosnie prac doktorskich, ktore sg okreslone w Ustawie
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. 2024 poz. 1571), dlatego
wnosze o dopuszezenie magister Katarzyny Ratajezak do daiszych etapéw przewodu doktorskiego.
Zg wzgledu na nowatorski charakter zaproponowanych oznaczen markeréw nowotworowych,
bardzo ciekawa dyskusje dotyczaca struktury sond i ich oddzialywania z analitami oraz znaczacy

dorobek publikacyjny doktorantki wnosze o wyrdznienie rozprawy.

Z poyya?gniem,
//5, / Ve /£\5

Barbara Patys
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