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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Brach

pt. ,Cieklokrystaliczne DNA domieszkowane nanostrukturami”

Przedstawiona rozprawa doktorska ma forme maszynopisu ksigzki i zostata napisana w
Katedrze Inzynierii i Modelowania Materiatéw Zaawansowanych Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej pod opieka naukowa prof. dr. hab. inz. Marka Samocia. Prace
badawcze stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej prowadzone byly w wymienionym
powyzej osrodku naukowym oraz w osrodkach zewnetrznych. W szczegdlnoSci materiat DNA,
doktorantka przygotowata we wspoélpracy dr. Krzysztofem Pawlikiem z Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk. Fotochemiczna analiza
zmian strukturalnych DNA byta wykonywana w kooperacji z grupa badawcza prof. Malcolma
Buckle’a z Laboratorium Biologii i Farmakologii Stosowanej z ENS Cachan we Francji.
Doktorantka ztozyta podziekowania cztonkom zespotu badawczego z macierzystego osrodka
badawczego, w szczego6lnosci dr hab. Katarzynie Matczyszyn za inspiracje do badan, wsparcie i
zaangazowanie w trakcie realizacji doktoratu, a takze dr inz. Marcie Gordel-Wojcik, mgr inz.
Magdalenie Waszkiewicz i mgr inz. Magdalenie Klekotko za zsyntezowanie nanoczastek
wykorzystywanych w eksperymentach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskie;j.

Recenzowana rozprawa doktorska liczy tacznie 166 stron. Cze$¢ wstepna zawiera
podziekowania dla os6b, ktore przyczynity sie do jej powstania, szczegétowy spis tresci oraz
objasnienia stosowanych skrétéw. Wykaz stosowanych skrotéw okazuje sie bardzo przydatny w
trakcie czytania zasadniczej czesci rozprawy. Drobne uwagi moga dotyczy¢ objasnienia skrétu
,CPDs” (,cyklobutylowe dimery pirymidynowe”) oraz skrotéow ,UV” i ,UV-Vis”. Czy mozliwe
bytoby uzycie w tych przypadkach okreslen ,zakres ultrafioletu”, , zakres $wiatta widzialnego i
ultrafioletu”? W zakonczeniu pracy znajduja sie kolejno: lista podpiséw pod rysunkami, wykaz
tabel, streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim (wymaganym ustawowo) oraz
wykaz dorobku publikacyjnego doktorantki obejmujacy sze$¢ artykutéw naukowych.

Cze$¢ zasadnicza rozprawy sktada sie z dziewieciu rozdziatéw. W pierwszym rozdziale
doktorantka przedstawita motywacje i cel pracy. Zwrdécita uwage, ze w ciggu ostatnich

kilkunastu lat znacznie wzrosto zainteresowanie materiatami hybrydowymi, jakimi sa ciekte



krysztaty domieszkowane nanoczastkami. Dotyczy to zaréwno termotropowych jak i
liotropowych ciektych krysztatéw z wprowadzonymi do nich nanoczgstkami plazmonicznymi,
weglowymi, magnetycznymi lub pétprzewodnikowymi. Uktady te moga znaleZ¢ zastosowanie
m.in. w Konstrukcji urzadzen elektro-optycznych wykorzystujacych zjawiska fotoniczne lub
plazmoniczne. Majac na uwadze ten nurt badan, doktorantka skierowata swoje zainteresowanie
w kierunku uktadéw tworzonych przez ciektokrystaliczne DNA domieszkowane ztotymi lub
zloto-srebrnymi nanoczastkami. Badania materiatéw tego typu maja bardzo duze znaczenie
poznawcze przede wszystkim w genetyce, a takze mogg stuzy¢ opracowaniu nowych schematow
leczenia w terapii genowej. W swojej pracy doktorantka okre$lita dwa glowne cele. Pierwszym z
nich byto zbadanie wplywu uporzadkowania czasteczek DNA tworzacych liotropowy ciekty
krysztat na ich strukture. Badania te moglyby dostarczy¢ cennych wskazowek przy
opracowywaniu metod Kkontroli transkrypcji genowej in vivo. Do tego celu doktorantka
zaplanowata wykorzystanie techniki fotochemicznej analizy zmian strukturalnych. Drugim
celem pracy byto sprawdzenie mozliwosci zastosowania nanoczastek ztota jako znacznikéw w
obrazowaniu DNA w réznych fazach ciektokrystalicznych. W szczegdlnosci dotyczy to okreslenia
preferowanych obszaréw lokowania sie nanoczastek ztota o réznym ksztatcie i rozmiarze w
niejednorodnej strukturze ciektokrystalicznej probki DNA oraz wplywu nanoczgstek na
stabilno$¢ tej struktury. Do tych badan zaplanowano wykorzystanie jednofotonowej mikroskopii
polaryzacyjnej i dwufotonowej mikroskopii fluorescencyjnej. Cele badan zostaly okreslone w
sposdéb jasny i nie budzacy zastrzezen.

Drugi rozdziat stanowi wprowadzenie do rozprawy. W rozdziale tym przedstawiony
zostal aktualny stan wiedzy dotyczacy struktury DNA oraz formowania przez DNA in vitro
liotropowych faz ciektokrystalicznych réznych typoéw (niebieskiej i precholesterolowej,
cholesterolowej, kolumnowej). Ponadto przedstawiono w nim og6lng charakterystyke
nanoczastek ztota, ich klasyfikacje, a takze omoéwiono wybrane zjawiska zwigzane z
oddzialywaniem fal elektromagnetycznych z nanoczastkami, ktére miaty podstawowe znaczenie
w badaniach prowadzonych przez doktorantke. S3 to w szczegélnosci: zlokalizowany
powierzchniowy rezonans plazmonowy (LSPR), zjawisko generacji drugiej harmonicznej (SHG)
oraz zjawisko absorpcji dwufotonowej (2PA). Rowniez wyczerpujaco zaprezentowane zostaty
dotychczasowe osiggniecia dotyczace zastosowania nanoczastek zlota jako wielofunkcyjnych
znacznikéw do obrazowania in vitro i in vivo w uktadach biologicznych oraz ich wykorzystania
w badaniach medycznych. Zwrécono réwniez uwage na zagrozenia zwigzane z zastosowaniem
niesfunkcjonalizowanych nanoczastek ztota w medycynie. Omdéwiono réwniez niektore wyniki
badan ciektych krysztaléw domieszkowanych nanoczastkami ztota, w tym dotyczace organizacji

nanoczgstek ztota w ciektokrystalicznym DNA. Rozdziat wprowadzajacy jest zwiezly i



zawiera najistotniejsze informacje pozwalajace czytelnikowi lepiej zrozumieé stosowana
w pracy technike eksperymentalng oraz interpretacje uzyskanych wynikow.

W trzecim rozdziale doktorantka przedstawila techniki eksperymentalne stosowane
przez nig w pracy. W szczeg6lnosSci sg to: mikroskopia polaryzacyjna, fotochemiczna analiza
zmian strukturalnych (PhAST) i dwufotonowa mikroskopia fluorescencyjna. PhAST jest jedna z
wielu technik wykorzystywanych m.in. w badaniach genetycznych do analizy oddziatywan
pomiedzy specyficznymi sekwencjami DNA i biatkami. Technika ta zostata opracowana przez
Malcolma Buckle’a i wspotpracownikéw, z ktérymi doktorantka wspétpracowata w ramach
realizacji swojego doktoratu. Ze wzgledu na kluczowe znaczenie tej techniki w badaniach zostata
ona szczegbtowo omowiona w rozprawie z uwzglednieniem reakcji fotodimeryzacji w tanicuchu
DNA na skutek dzialania promieniowania UV, reakcji wydtuzania startera i elektroforezy
kapilarnej. W rozdziale mozna znalez¢ istotne informacje dotyczace uktadu mikroskopu
dwufotonowego znajdujacego sie w laboratorium Katedry Inzynierii i Modelowania Materialéw
Zaawansowanych, ktory roéwniez byt intensywnie wykorzystywany w badaniach.
Przedstawiony opis technik eksperymentalnych jest wyczerpujacy i nie budzi zastrzezen.

Rozdzialy od czwartego do siédmego zawieraja wyniki eksperymentéw
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Rezultaty badan omawiane w rozdziale
czwartym dotyczg fotochemicznej analizy zmian strukturalnych w ciektych krysztatach DNA i
zostaty opublikowane w wieloautorskiej pracy, w ktorej doktorantka jest wymieniona jako
pierwszy autor (K. Brach, A. Hatekayama, C. Nouges, |. Olesiak-Bariska, M. Buckle, K. Matczyszyn,
Scientific Reports 8, 4528 (2018)). Kolejne trzy rozdzialy (piaty, szdsty i si6dmy) zawieraja
wyniki badan wlasciwosci fizycznych ciekltych krysztatbw DNA domieszkowanych
nanoczastkami ztoto-srebrnymi i zlotymi. Materiat dotyczacy DNA domieszkowanego
nanoklasterami ztoto-srebrnymi, przedstawiony w rozdziale pigtym zostat opublikowany w
dwoch pracach (K. Brach, M, Waszkiewicz, J. Olesiak-Banska, M. Samo¢, K. Matczyszyn, Langmuir
33, 8993 (2017) oraz K. Brach, ]. Olesiak-Banska, M. Waszkiewicz, M. Samo¢, K. Matczyszyn, .
Mol. Lig. 259, 82 (2018)), natomiast wyniki prac dotyczace ukladéw DNA-nanoprety ztota
opublikowano w jednym artykule (K. Brach, K. Matczyszyn, ]. Olesiak-Baniska, M. Gordel, M.
Samo¢, Phys. Chem. Chem. Phys. 18, 7278 (2016)). Doktorantka nie wspomniata, czy wyniki
badan DNA domieszkowanego nanogwiazdkami ztota, zaprezentowane w rozdziale si6dmym,
roéwniez zostaty opublikowane w artykutach naukowych. Nalezy stwierdzié, ze publikacja
wynikow badan w renomowanych czasopismach naukowych, jak ma to miejsce w
przypadKku recenzowanej rozprawy, jest waznym atutem w jej pozytywnej ocenie.

Poniewaz badania zaprezentowane w rozprawie doktorskiej uzyskaly juz akceptacje
recenzentow bedacych wybitnymi ekspertami w odpowiednich dziedzinach, powotywanych
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eksperymentéw i wskazanie drobnych nie$cistosci, ktére wystapity w tych rozdziatach. W
rozdziale czwartym omowione zostaty prace badawcze dotyczgce DNA otrzymanego z komorek
bakterii Escherichia coli o znanej sekwencji nukleotydowej. W rozdziale szczegétowo opisano
proces izolacji DNA z komorek oraz procesy linearyzacji i ponownego oczyszczania
plazmidowego DNA. Omoéwiono spektroskopowa analize czystosci plazmidowego DNA w
zakresie UV-Vis. W pracy zamieszczono widma uzyskanego plazmidowego DNA w roztworze
wodnym potwierdzajace skutecznos¢ stosowanych procedur oczyszczania. Pewne watpliwosci
moze budzi¢ opis osi rzednych na wykresach (Rys. 4.1 i 4.2). Czy mamy tu do czynienia z
absorpcjg czy absorbancja? Do badan z wykorzystaniem techniki PhAST przygotowano serie
sze$ciu liotropowych ciektych krysztatow na bazie wodnego roztworu DNA o stezeniu 0,5
mg/mL oraz 10 mM buforu Tris z odpowiednim dodatkiem soli NaCl i MgCl.. W podobny sposob
przygotowano poréwnawczg serie roztwordw izotropowych, zmniejszajac stezenie DNA w
roztworze wodnym do 0,05 mg/mL. Przeprowadzono obserwacje mikroskopowe roztworéw
DNA na brzegach wysychajacych kropli osadzanych na statym podiozu. Potwierdzono
wystepowanie tekstury zygzakowatej. Doktorantka uzywa tutaj czesto okreSlenia ,faza
zygzakowata”, co nie wydaje sie wtasciwe. W celu wytworzenia zmian strukturalnych w DNA,
probki poddawano dziataniu promieniowania UV, stosujac impulsowy laser Nd:YAG. Nastepnie
dla probek tych przeprowadzono reakcje wydtuzania startera (dostepnego komercyjnie). Do
wyselekcjonowania produktéow reakcji zastosowano rozdziat elektroforetyczny. Szczegoétowa
analiza elektroforegramoéw otrzymanych zaréwno dla DNA ciektokrystalicznego jak rowniez dla
DNA w roztworze izotropowym, po ich naswietleniu, pozwolita stwierdzi¢ w obu przypadkach
wystepowanie defektow w postaci dimeréw pirymidynowych, tworzonych przez pary zasad w
okreslonych pozycjach DNA. Dalsze badania pokazaty, Zze wptyw na pozycje tych defektéw w
czasteczkach DNA ma ich uporzadkowanie w roztworze, a takze warto$¢ pH roztworu.
Doktorantka przeprowadzita szczegétowa dyskusje otrzymanych wynikéw eksperymentalnych.
Stwierdzita, ze typ uporzadkowania molekut DNA w roztworze ma istotny wplyw na strukture
przestrzenng tych czasteczek. Ponadto zasugerowata, iz uporzadkowanie cieklokrystaliczne
DNA in vivo moze by¢ istotnym czynnikiem wplywajacym na epigenetyczng kontrole ekspresji
genow. Wyniki zaprezentowane w rozdziale czwartym nalezy uzna¢ za bardzo
wartosciowe, poszerzajace wiedze przede wszystkim z zakresu genetyki, biochemii, a
takze biofizyKi.

W rozdziale piatym opisano badania dotyczace ciektych krysztatéow DNA
domieszkowanych nanoklasterami zloto-srebrnymi. Nanoklastery sa szczegélnym rodzajem
nanoczgstek zbudowanych z kilkudziesieciu atoméw (np. ztota) i rozmiarach poréwnywalnych z
dtugos$ciami fal dla elektronéw z poziomu Fermiego. W tego typu strukturach dominujg efekty

kwantowe. Obecno$¢ atoméw srebra w badanych w pracy nanoklasterach wptywa na wzrost



wydajnosci kwantowej luminescencji nanoklasteréow zilota i jednocze$nie powoduje
wzmocnienie emisji. W rozdziale podano ogoélne informacje dotyczace syntezy nanoklasterow
ztoto-srebrnych oraz przygotowania prébek cieklokrystalicznego DNA domieszkowanego
nanoklasterami. Badano dwa typy probek - w postaci warstw na brzegu wysychajacych kropel
roztworu DNA i warstw tego roztworu zamknietych w komdrkach ciektokrystalicznych.
Wykorzystywane w badaniach DNA pochodzito z ikry tososia i uzyskano je ze Zrodia
komercyjnego. W badaniach stosowano metode transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
metody absorpcyjna i fluorescencyjng, metode jednofotonowej mikroskopii polaryzacyjnej i
metode mikroskopii sil atomowych. Wstepne badania pozwolily okresli¢ wtasciwosci fizyczne
wykorzystywanych w badaniach nanoklasteréw. Uzyskano ich obraz TEM (znacznik skali na
Rys. 5.1a jest niepoprawny), widma absorpcji wodnego roztworu nanoklasteréw, widma
jednofotonowo wzbudzonej emisji oraz widma dwufotonowo wzbudzonej emisji nanoklasteréow
w wodnym roztworze i w cienkiej warstwie. Zaobserwowano zjawisko generacji drugiej
harmonicznej dla nanoklasterow. W dalszej cze$ci rozdziatu opisano wyniki badan dotyczace
ciektokrystalicznego DNA domieszkowanego tymi nanoklasterami na brzegach wysychajacych
kropel i w komorkach ciektokrystalicznych. Na brzegach kropel obserwowano
charakterystyczng teksture zygzakowata oraz wystepowanie domen fazy kolumnowej. Dzieki
wlasciwoSciom emisyjnym wykorzystywanych nanklasteré6w okreslono ich rozktad w badanych
probkach. Stwierdzono, ze nanoklastery rozmieszczone byly wewnatrz catej warstwy, jednak ich
koncentracji byta wieksza w obszarach defektéw fazy kolumnowej. Analogiczne badania
przeprowadzone dla warstw ciektokrystalicznego DNA z nanoklasterami ztoto-srebrnymi w
komorkach ciektokrystalicznych potwierdzity wystepowanie faz cholesterolowej i kolumnowe;j.
Stwierdzono, ze w fazie cholesterolowej nanoklastery byly rozmieszczone réwnomiernie w
objetosci prébki, natomiast w fazie kolumnowej nastepowata agregacja nanoklasterow. W obu
przypadkach zaobserwowano wypieranie nanoklasteréw do obszaréw wystepowania fazy
izotropowej o nizszym stopniu uporzadkowania. Wazna obserwacjq byto to, Ze nanoklastery
ztoto-srebrne nie wpltywaly istotnie na stabilno$¢ faz ciektokrystalicznych. Prace opisane w
rozdziale piatym maja istotne znaczenie, poniewaz pozwolily one oceni¢ mozliwosci
stosowania nanoklasterow zloto-srebrnych jako znacznikéw do obrazowania DNA w
fazach cieklokrystalicznych.

W rozdziale széstym przedstawiono zagadnienia zwigzane z ciektymi krysztatami DNA
domieszkowanymi nanopretami ztota o $redniej dtugo$ci 35 nm i S$rednicy 10 nm,
stabilizowanymi ligandami natadowanymi dodatnio (CTAB) lub ujemnie (PSS). Oméwiono
schemat syntezy nanopretéw ztota oraz podano sktad roztworéw, w ktérych rozpuszczano DNA.
Tak jak poprzednio, w badaniach wykorzystywano DNA pochodzace z ikry tososia. W rozdziale
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widocznymi dwoma charakterystycznymi pasmami zlokalizowanego powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (LSPR). Skoncentrowano sie na zbadaniu wptywu fadunku ligandéw
na wiasciwosci fazowe roztworéw DNA w komoérkach ciektokrystalicznych. Badania pozwolity
stwierdzi¢, ze domieszkowanie roztworé6w DNA nanopretami ztota przy stosowanych stezeniach
nie powodowato zauwazalnego zwiekszenia liczby defektéw w fazach ciektokrystalicznych.
Istotnym wynikiem badan bylo stwierdzenie, Ze wprowadzenie do cieklokrystalicznego
DNA nanopretow z dodatnio naladowanymi ligandami powodowalo niewielkie
zwiekszenie skoku helisy fazy cholesterolowej oraz znaczny wzrost stabilnosci tej fazy
oraz fazy kolumnowej. W przypadku domieszkowania nanopretami z ujemnie
naladowanymi ligandami nastepowalo zmniejszenie skoku helisy fazy cholesterolowe;j i
destabilizacja obserwowanych faz ciektokrystalicznych.

W ostatnim rozdziale rozprawy prezentujgcym wyniki badan (rozdziat siédmy)
omoOwiono ciekle krysztaty DNA domieszkowane nanogwiazdkami ztota. Nanogwiazdki ztota
posiadajg nieregularny ksztalt charakteryzujacy sie wystepowaniem licznych ostrych koncowek
osadzonych na rdzeniu w postaci nanokulki zlota. Po krétkim przedstawieniu syntezy
nanogwiazdek oraz przygotowania komoérek ciektokrystalicznych zawierajgcych roztwory DNA
z nanogwiazdkami ztota, omdwiono podstawowe wtasciwosci fizyczne wykorzystywanych
nanogwiazdek (obrazy SEM, widma ekstynkcji). Nastepnie przedstawiono wyniki obrazowania
ciektych krysztatéw DNA domieszkowanych nanogwiazdkami ziota z wykorzystaniem metod
jednofotonowej mikroskopii polaryzacyjnej i mikroskopii dwufotonowej. W podsumowaniu tej
cze$ci badan stwierdzono, ze domieszkowanie ciektych krysztatéw DNA nanogwiazdkami moze
prowadzi¢ do zmiany skoku helisy fazy cholesterolowej oraz ma wplyw na stabilnos¢ faz
cieklokrystalicznych. W fazie cieklokrystalicznej DNA nanogwiazdki majg tendencje do
tworzenia agregatéw, ktore sa wypierane do obszaréw mezofazy o mniejszym uporzadkowaniu
DNA. Ponadto nanogwiazdki ztota zaburzaja uporzadkowanie czasteczek DNA w fazie
ciektokrystalicznej. Badania pokazaly, Ze nanoczastki zlota moga znaleZ¢ zastosowanie w
powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana, w obrazowaniu dwufotonowym
oraz moga by¢ przydatne w terapii fototermicznej.

Rozdziat 6smy zawiera ogoélne podsumowanie badan przestawionych w rozprawie.
Ostatni, dziewigty rozdziat zawiera bardzo obszerny spis odno$nikéw literaturowych sktadajacy
sie z 318 pozycji.

Przedstawiona rozprawa doktorska zawiera bogaty material eksperymentalny
dotyczacy zagadnien zwiazanych z wptywem uporzadkowania DNA w fazie ciektokrystalicznej
na jego strukture przestrzenna oraz mozliwosSciami zastosowania nanoczgstek ztota jako
znacznikdw w obrazowaniu DNA w réznych fazach ciektokrystalicznych. Zatozone cele pracy

zostaly zrealizowane. Material badawczy przedstawiony w rozprawie zostal opublikowany



przez doktorantke w czterech artykutach w renomowanych czasopismach naukowych.
Rozprawa ma przemyS$lany uklad i jest napisana poprawng polszczyzng. Wystepujace
sporadycznie btedy (literéwki) nie umniejszajg jej wartosci. Nieliczne uwagi merytoryczne
zawarte w niniejszej recenzji r6wniez nie wptywajq na pozytywng ocene pracy.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i niniejszym
wnosze do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr
inz. Katarzyny Brach do kolejnych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskKie;j.
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