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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Cecylii Ratajczak

pt. ,,Opracowanie systeméw bioczujnikowych przeznaczonych do wykrywania mRNA
surwiwiny i monitorowania poziomu stegzenia ATP w komérkach nowotworowych”
(ang. ,, Development of biosensing systems for survivin mRNA detection and monitoring of
ATP level concentrations in cancer cells )
wykonanej w Katedrze Fizyki i Biofizyku, Instytutu Biologii,
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiej skiego w Warszawie
Promotor: dr hab. Magdalena Stobiecka, prof. SGGW

Podstawg wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczgcej Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne, Pani prof. dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej (z dnia 18.12.2024 r.),
zgodnie z Uchwatg Rady podjeta w dniu 14.11.2024 roku.

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska ma charakter cyklu pieciu publikacji
tematycznie ze soba powiazanych, dotyczacych szeroko pojete; tematyki diagnostyki choréb
nowotworowych. Tematyka podjeta w ramach rozprawy doktorskiej wpisuje sie w aktualny
1 bardzo istotny trend badan zwigzanych z poszukiwaniem potencjalnych biomarkerow
nowotworowych, moggcych stanowié metody rnajdujgce zastosowanie w diagnostyce
nowotworéw Tytut rozprawy doktorskiej ~Opracowanie  systeméw bioczujnikowych
przeznaczonych do wykrywania mRNA surwiwiny I monitorowania poziomu stezenia ATP w
komdrkach nowotworowych” jest poprawnie sformulowany i $cisle powigzany z trescia

przedstawionych publikacji.

W sklad cyklu wchodzg publikacje opublikowane w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym, wydawane przez czasopisma takiej jak: ACS Applied Materials and
Interfaces, Nanmaterials, Biosensors and Bioelectronics, Analytical and Bioanalytical
Chemistry, International Journal of Molecular Sciences. Nalezy podkresli¢, ze wéréd nich
znajdujg si¢ réwniez czasopisma o bardzo wysokiej renomie i wysokim wspoiczynniku
oddzialywania. Prace zostaly przygotowane we wspbtautorstwie, przy czym w dolaczonych

o$wiadczeniach opisano indywidualny wkiad Doktorantki w kazdej z publikacji. Doktoranika
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jest pierwszym autorem w czterech (z pigciu) przedstawionych publikacji, z czego w jednej
nich jest réwniez autorem korespondencyjnym. Analiza danych bibliometrycznych: IF wynosi
31,284, punkty MNiSW wynosza 485 (z czego 75 opartych jest o poprzedni system punktacji
czasopism, w przeliczeniu na obecng punktacje liczba punktéw wyniostaby 710) $wiadczy o
wysokim poziomie merytorycznym prowadzonych prac, a takze o wysokiej aktywnodci
Doktorantki. Wktad Doktorantki polegat (w zaleznosci od publikacji) na przegladzie literatury,
tworzeniu koncepcji badan, ich wykonywaniu oraz opracowaniu i analizie wynikéw, pisaniu
i edycji manuskryptéw. Na podstawie przedstawionych o$wiadczetn wnosze, Ze praca
Doktorantki stanowi istotny wkiad w powstanie tych publikacji. W tym miejscu nalezy réwniez
zwroci¢ uwage, ze w naukach przyrodniczych prowadzone prace sg bardzo czgsto pracami
z pogranicza wielu dziedzin. W zwigzku z czym, w celu uzyskania wysokiej wartoscei naukowej
prowadzonych prac badawczych prowadzenie badan w zespolach, w szczegdlnosci

interdyscyplinarnych, jest wrecz wskazane.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorska ukazaly sie w latach 2018 — 2023 i obejmuja
nastepujace pozycje:

P1. Ratajczak K., Krazinski B.E., Kowalczyk A.E., Dworakowska B., Jakiela S., Stobiecka
M.; Hairpin-Hairpin Molecular Beacon Interactions for Detection of Survivin mRNA in
Malignant SW480 Cells, ACS Applied Materials and Interfaces, (2018) 10(20), 17028-17039

P2. Ratajezak K., Krazifiski B.E., Kowalczyk A.E., Dworakowska B., Jakiela S., Stobiecka
M.; Optical biosensing system for the detection of survivin mRNA in colorectal cancer cells
using a graphene oxide carrier-bound oligonucleotide molecular beacon, Nanomaterials, (2018)
8(7), 510

P3. Stobiecka M., Ratajezak K., Jakiela S.; Toward early cancer detection: Focus on
biosensing systems and biosensors for an anti-apoptotic protein surviving and survivin mRNA,
Biosensors and Bioelectronics, (2019) 137, 58-71

P4. Ratajezak K., Lukasiak A., Grel H., Dworakowska B., Jakieta S., Stobiecka M.;
Monitoring of dynamic ATP level changes by oligomycin-modulated ATP synthase inhibition
in SW480 cancer cells using fluorescent “On-Off” switching DNA aptamer, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, (2019) 411(26), 6899-6911

P5. Ratajezak K., Stobiecka M.; DNA Aptamer Beacon Probe (ABP) for Monitoring of
Adenosine Triphosphate Level in SW480 Cancer Cells Treated with Glycolysis Inhibitor
2-Deoxyglucose, International Journal of Molecular Sciences, (2023) 24(11), 9295

Przedstawiony przez Doktorantke cykl publikacji poprzedzony jest 78 stronnicowym
wprzewodnikiem”/ autoreferatem przygotowanym w jezyku polskim w sktad, ktérego wehodzg:
1) streszczenia w jezyku polskim i angielskim, 2) lista publikacji wchodzgca w sktad rozprawy
doktorskiej, 3) wykaz najwaznigjszych skrotéw, 4) wstep teoretyczny, 5) cel rozprawy

2



doktorskiej, zakres badan i hipotezy, 6) materiaty i metodyka badan, 7) podsumowanie i 8)
bibliografia (163 pozycje). Od strony edytorskiej te cze$é rozprawy oceniam prace bardzo
dobrze.

Podsumowujac od strony formalnej przediozona do recenzji rozprawa doktorska nie budzi

moich zastrzezef.

Tematem prac prowadzonych przez Doktorantke bylo poszukiwanie metod detekeji dwoch
biomarkeréw: surwiwiny oraz adenozyno-5'-trifosforanu (ATP). W zwiazku z tym, jako cel
rozprawy doktorskiej doktorantka postawita opracowanie fluorescencyjnych systeméw
bioczujnikowych opartych na jednoniciowych sondach oligonukleotydowych, ktére
zastosowano do wykrywania potencjalnych biomarkeréw nowotworowych: genu surwiwiny na
poziomie mRNA oraz ATP w ludzkich komérkach. Tytut opracowania bardzo dobrze

odzwierciedla jego tresc.

W czgsei literaturowej autoreferatu Doktorantka opisuje najistotniejsze zagadnienia bedace
przedmiotem rozprawy doktorskiej, dobrze wprowadzajgc w jej tematyke. Opisuje zagadnienia
dotyczace: nowotworédw, surwiwine i ATP jako potencjalne biomarkery nowotworowe,
spektroskopii fluorescencyjnej, typéw bioczujnikdw, nosnikow — liposoméw i utlenionego
grafenu. W rozdziale 10 Doktorantka opisata przyklady zastosowania fluorescencyjnych sond
do wykrywania surwiwiny i ATP. Zabraklo mi jednak technicznych aspektow dotyczacych
opracowywania sond. Usprawiedliwieniem moze byé jedna z prac P3 (opublikowana
W renomowanym czasopismie) bedgca elementem cyklu publikacji przedstawionego przez
Doktorantke. W tej pracy przegladowej omdéwione zostaly metody wezesnego wykrywania
zmian nowotworowych opartych na detekcji biatka lub mRNA kodujgcego surwiwine.
W przegladzie podsumowano najnowsze osiagniccia systeméw  bioczujnikowych
1 mikroprzeplywowych w oparciu o detekcje optyczng, piezoelekiryczna oraz
elektrochemiczng. Ponadto, zabraklo mi klasycznego podsumowania czesci literaturowej,

z ktorej wynikataby potrzeba badania postawionych przez Doktorantke hipotez badawczych.
Doktorantka postawita dwie gléwne hipotezy badawcze oraz z tym zwigzane cele szczegdlowe.

Hipoteza 1 brzmiata: ,Wykrywanie ekspresji genu surwiwiny w komdrkach nowotworowych
moze by¢ prowadzone za pomocq sondy nukleotydowej typu , sygnalizator molekularny” z
sekwencjq komplementarng do sekwencji mRNA odpowiadajgcef za kodowanie surwiwiny.”

Hipoteza 2 brzmiala ,,.Zwigkszone zapotrzebowanie energetyczne komdrek nowotworowych
moze by¢ wykrywane poprzez monitorowanie poziomu stezenia ATP w komdrkach za pomocg
systemu bioczujnikowego opartego o aptamer, ktéry wigze si¢ z ATP”



Kolejna czgs¢ ,,przewodnika” stanowita metodyka pracy, w ktérej przedstawiono podstawowe
materialy, metody oraz aparatur¢ stosowang w trakcie prowadzenia prac bedacych podstaws
powstania publikacji P1, P2, P4 oraz PS. Rozprawa doktorska oparta jest na cyklu publikacii,
niemniej jednak dodanie szczegétéw metodycznych (numery katalogowe odczynnikéw, analiza
statystyczna, uszczegOlowienie opisow stosowanych technik i metod) pozostawia pewien

niedosyt.

Pierwszy nurt badan prowadzonych przez Doktorantke dotyczyt opracowania systemu
bioczujnikowego opartego o sondg oligonukleotydows typu ,sygnalizator molekulamy” -
sonde Sur-MB-Joe - stuzacg do wykrywania sekwencji nukleotydowej kodujgcej surwiwing w
komdrkach nowotworowych. Wyniki tych badan zostaly opisane w pracach P1 oraz P2, gdzie
doktorantka scharakteryzowata sonde Sur-MB-Joe skiadajacg sie z antysenowej sekwencji
oligonukieotydowej komplementarnej do sekwencji mRNA kodujgcej surwiwine. Sekwencje
sondy nukleotydowej Sur-MB-Joe, krotkie oligonukleotydy oraz sekwencje sond
aptamerowych (opisywanych w drugim nurcie badan, wykorzystanych do monitorowania
zmian stezenia ATP) zostaly otrzymane we wspdlpracy z Pracownig Sekwencjonowania DNA

i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.

W ramach tego etapu Doktorantka z powodzeniem przeprowadzita badania nad charakterystyks
opracowanej sondy nukleotydowej typu ,.sonda molekularna”, wyznaczyla limit detekcji na
poziomie 26 nM, potwierdzila jej selektywnos¢ wzgledem syntetycznych oligonukleotydow
oraz sprawdzila stabilno$é¢ w réznych temperaturach. W publikacjach P1 i P2 zostaly opisane
badania, w ktérych Doktorantka potwierdzita, ze sonda nukieotydowa Sur-MB-Joe przyjmuje
w roziworze zamknigty strukture przypominajgca ..spinke do wloséw” (intensywnosé
fluorescencji wynosita IrL= 26 j.u.). Natomiast, po dodaniu komplementarnej do sekwencji
.»petli” sondy oligonukleotydu obserwowano 20-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji
(IrLmaks. = 561,2 j.u1), co potwierdza utworzenie struktury dwuniciowej. Doktorantka wykazata
réwniez, ze wzrost temperatury w zakresie od 30°C do 50°C powoduje 8-krotny spadek
intensywnosci fluorescencji w porownaniu z warto§ciami uzyskanymi w obecnosci
komplementarnego oligonukleotydu w temperaturze 23°C. Opracowana sonda jest zdolna do
rozrdzniania sekwencji nukleotydowe] roznigeych sie jednym nukleotydem, co zostalo
potwierdzone na podstawie reakeji z oligonukleotydami, ktére posiadaty w swojej sekwencji
jeden lub dwa niekomplementarne do ,,petli” sondy nukleotydy. W wyniku przeprowadzonych
badan Doktorantka zaproponowala nowy mechanizm interakcji sondy nukleotydowej z
komplementarnymi oligonukleotydami: biorozpoznanie nastepuje podczas reakcji typu ,,spinka

do wloséw — spinka do wlosé6w” (hairpin — hairpin), Z wykorzystaniem metody kwantowe]
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dynamiki molekularnej wykazata réwniez, ze pomigdzy molekutami Joe i powierzchniag
utlenionego grafenu tworzg si¢ wigzania wodorowe oraz wystepuja oddziatywania -t miedzy
pierscieniami aromatycznymi réwnolegle ulozonych obu czgsteczek, co wplywaé moze na
proces wygaszania fluorescencji. W celu potwierdzenia przydatnosci opracowanego
bioczujnika Doktorantka przeprowadzita transfekcje komorek sondg nukleotydows przy uzyciu
dwoch nanonosnikow: utlenionego grafenu i liposoméw. W badaniach wykorzystano komérki
nowotworowe (nablonka gruczolakoraka okreznicy) SW480 oraz komérki prawidlowe
(nablonka okrgznicy) CCD841 CoN. Z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej z
powodzeniem wskazano, ze przeprowadzone eksperymenty umozliwily wykrycie ekspresji
genu surwiwiny na poziomie mRNA, tym samym odrézniajac komérki nowotworowe od

prawidtowych.

Drugi nurt badan dotyczyt opracowania fluorescencyjnych systeméw bioczujnikowych
opartych o aptamer, sluzacy do monitorowania poziomu stezenia ATP w komérkach

nowotworowych. Doktorantka z powodzeniem opracowala system bioczujnikowy oparty o

1) aptamer Apt(ATP) majgcy sekwencje oligonukleotydowa specyficzna do laczenia z
czasteczkami ATP modyfikowanga na jednym koficu fluoroforem FAM, umozliwiajacy

wykrywanie ATP w roztworze buforowym w stezeniu 17 pM;

2) aptamer ABP posiadajacy dodatkowo czasteczke wygaszacza Dabeyl oraz na obu koncach
sekwencji komplementarne do siebie nukleotydy, pozwalajace utworzyé strukture ,,spinki do

wloséw”, umozliwiajacy wykrywanie ATP w roztworze buforowym w stezeniu 27,4 pM.

Wyniki badan zostaty opisane w publikacjach P4 i P5, gdzie miedzy innymi Doktorantka
zbadata trwatos¢ struktury aptameru ABP w zakresie temperatur od 23°C do 91°C i wykazata,
ze wraz ze wzrostem temperatury, pojedyncza ni¢ oligonukleotydowa aptameru przyjmuje
przypadkowg, losowg konformacje, co prowadzi to do wygaszania fluorescencji. Doktorantka
zbadala réwniez selektywnos$¢ opracowanych aptamerdw w obecneosci innych trifosforanow
nukleotydéw: CTP, GTP i UTP. Wykazala, ze podwyzszenie temperatury pomiaru zwieksza
skutecznos¢ wygaszania fluorescencji aptameru w obecnosci ATP i zmniejsza jg dla
pozostatych nukleotydéw (CTP, GTP i1 UTP). Otrzymane wyniki wskazujg, ze proponowana
sonda aptamerowa zapewnia dobrg selektywnosé, a takze stuzy rozréznieniu poszczegdlnych
nukleotydow. Za pomoca oprogramowania UNAFold, Doktorantka wyznaczyta drugorzedowe
struktury aptameréw przypominajacej ,,spinke do wioséw™. Podobnie jak w poprzednim typie
sond sprawdzita ich uzyteczno$¢ z wykorzystaniem hodowli komorkowych (komérek nabtonka

gruczolakoraka okreznicy SW480 oraz komérek SW480). W tym przypadku do badani
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wykorzystano lizaty komérkowe otrzymane z komérek inkubowanych wezesniej z réznymi
stezeniami inhibitora syntazy ATP, oligomycyna (w przypadku Apt(APT) - P4) lub inhibitorem
glikolizy, 2-deoksy-D-glukoza (2-DG) (w przypadku ABP - P5). Poprzez zastosowanie
opracowanego systemu bioczujnikowego Doktorantka potwierdzila zahamowanie produkcji
ATP przez oligomycyne. Powstanie mniejszej liczby czasteczek ATP, powodowato stabsze
wygaszenie fluorescencji barwnika FAM wprowadzonego do komorek aptameru Apt(ATP).
Ponadto, za pomocg sondy ABP wykazata réznice w stezeniu ATP w lizatach komérkowych,

kidre otrzymano z komorek inkubowanych bez oraz z dodatkiem 2-DG.

Powyzsze badania potwierdzajg, ze doktorantka potwierdzita stawiane w rozprawie doktorskiej
hipotezy badawcze. Warte podkreélenia jest to, ze opracowane systemy bioczujnikowe,

stanowig obiecujgce narzedzia shuzace do wykrywania biomarkeréw choréb nowotworowych.

Powyzsze wyniki badan sg elementem recenzowanych publikacji i zostaly juz poddane
rzetelnej analizie i ocenie. Niemnicj jednak z obowiazku recenzenta podaje kilka aspektow,
ktére moga by¢ podstawa do dyskusji w trakcie obrony rozprawy doktorskiej.

e W badaniach Doktorantka zastosowala dwa typy nosénikow: liposomy i GO. W
wprzewodniku” zabraklo mi dyskusji na temat tego czemu wybrano te nosniki i jakich
réznic w finalnych badaniach si¢ spodziewano. Ktéry z zastosowanych nosnikow
okazal si¢ lepszy?

¢ (zy Doktorantka badata efektywnos$é/wydajnos¢ tadowania sond do liposomow i GO?
Jeshi tak to czy zaobserwowano réznice w tej wydajnosci? Jesli nie prowadzono takich
badan bardzo prosze o odniesienie do tego zagadnienia.

¢ Jako jedno z dokonan Doktorantka wskazuje ,,...opracowanie skutecznej metody
Iransfekcji komodrek sondg nukleotydowq...”, jednoczesénie w metodyce badan
wskazujac ,Transfekcje przeprowadzono wedtug procedury producenta” Bardzo
prosz¢ przyblizy¢ metodyke prowadzenia tego eksperymentu. Czy do oceny transfekeji
komorek Doktorantka moglaby zastosowaé inne metody opréez tych przedstawionych
w publikacjach (mikroskopia fluorescencja, analiza lizatow) bedgcych elementem
rozprawy doktorskiej. W jaki sposdb oceniano % transfekowanych komaorek w danej
populacji?

e Doktorantka ocenita, ze dodatek oligomycyny wplywa na spadek zywotnosci komorek.
Jak spadek zywotnosci komérek wplywat na wigzanie opracowanej sondy z ATP?

e Czy systemy bioczujnikowe bedace tematem rozprawy doktorskie] moglyby byé

stosowane do diagnostyki surwiwiny i ATP w modelach tréojwymiarowych?



Inne drobne uwagi, pytania:
» W bibliografii ,,przewodnika”/autoreferatu w niektdrych pozycjach brak stron (poz. 24,
85,107, 159).
¢ Brakuje informacji odnosnie analizy statystycznej, liczby powtorzen,
¢ Sugestia stosowania nazwy Rycina zamiast Rysunek.,
® Brak rozwinigcia skrétu UTP w wykazie skrotdw
* Sir. 49 —czy na pewno stosowano kuwete o drodze optycznej 10 cm?

e P4 - Prosze o wyjasnienie co przedstawiono na Rys. 3 h oraz 3i.
Whiosek koncowy

Biorge pod uwagg warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Cecylii
Ratajczak stwierdzam, Ze oceniana praca doktorska spelnia kryteria stawiane
kandydatom ubiegajacym si¢ o stopieni naukowy doktora okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571). Zgodnie z
zapisem Ustawy Art. 187. Pkt 1. “Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczna
kandydata w dyscyplinie oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej" oraz
pkt. 2. "Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiazanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badahn naukowych w
sferze gospodarczej lub spolecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne." Na podkredlenie
zastuguje fakt, ze przedstawione wyniki wpisuja sie w nurt obecnych badan dotyczacych
poszukiwania metod diagnostycznych choréb nowotworowych oraz majg potencjat nie tylko w
zakresie badan podstawowych, ale réwniez aplikacyjnych w przyszloéci mogacych mieé
zastosowanie W badaniach klinicznych. W zwigzku
z przedstawiong wyzej bardzo pozytywna oceng calej pracy doktorskiej wnioskuj¢ do
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie o dopuszczenie mgr Katarzyny Cecylii Ratajaczak do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgl¢du na wysoki poziom merytoryczny badan,
a takze dorobek naukowy Doktorantki pragne rekomendowaé niniejsza rozprawe do
wyrdznicnia.

Recenzent

(Laocido rag;bmgb shoo
Dr hab. inz., prof. uczelni Elzbieta Jastrzgbska
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