Akademia Gérniczo-Hutnicza
im. Stanistawa Staszica

w Krakowie

Prof. dr hab. Kvétoslava Burda

Wyadziat Fizyki i Informatyki Stosowanej
30-059 Krakow, ul. Reymonta 19

Krakow, 28.02.2022

Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Aleksandry Radko

Pani mgr Aleksandra Radko wykonata prace doktorska zatytutowang ,, Wtasciwosci fizyczne i
samoorganizacja kompleksow DNA-surfaktant kationowy: wpltyw rodzaju DNA oraz struktury>
surfaktantu. ” w Zakladzie Inzynierii Nowych Materiatbw w Instytucie Fizyki na Wydziale
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellofiskiego pod kierunkiem
prof, dr hab. Moniki Marzec. Promotorem pomocniczym byt dr Robert Ekiert z Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Badania zawarte w
niniejszej rozprawie byly czesciowo finansowane przez WFAIIS UJ w ramach dotacji na
badania naukowe mtodych naukowcow przyznanych p. A. Radko w 2017, 2019 i 2020 roku.

Celem pracy p. Aleksandry Radko bylo przeprowadzenie systematycznych badan wybranych
kompleksow tworzonych przez kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) i surfaktanty kationowe
w celu znalezienia zalezno$ci pomiedzy fizyko-chemicznymi wiasnoSciami wytworzonych
komplekséw a ich chemiczng i przestrzenng strukturg zaréwno dla probek objetoSciowych, jak
i cienkich warstw. Zwigzki tego typu sg w kregu zainteresowan wielu interdyscyplinarnych
grup badawczych ze wzgledu na ich potencjalnie szerokie mozliwosci aplikacyjne. Kompleksy
DNA-surfaktant znajdujg szerokie zastosowanie od optoelektroniki po biomedycyne. Uklady te
charakteryzuje ukierunkowane przewodnictwo wzdtuz szkieletu DNA, mozliwo$¢ wzbudzenia
falami z szerokiego zakresu Swiatta widzialnego, czy tez szczegdlne wiasnosci dielektryczne.
Stuzg do dyspersji barwnikéw jednoczesnie minimalizujac wygaszanie fluorescencji. Sa
wykorzystywane do wytwarzania matryc dla prowadzenia reakcji katalitycznych, a takze jako
no$niki gendéw i lekéw. Tak duza popularno$¢ komplekséw DNA-surfaktant wynika
dodatkowo z duzej ich stabilnosci, hydrofobowosci w przeciwienstwie do hydrofilnego DNA, a
wiec gestszego upakowania i fatwosci samoorganizacji (od uporzadkowanych struktur
lamelarnych, poprzez heksagonalne i szeScienne po nieuporzagdkowane fazy izotropowe).
Kompleksy DNA-surfaktant powstajg w wyniku oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy
ujemnie natadowang grupg fosforanowg DNA i dodatnio natadowanym azotem surfaktantu w
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przypadku zwigzkéw badanych w ramach doktoratu. Tak powstate polielektrolity sg ponadto
stabilizowane oddziatywaniami bliskiego zasiegu i mozliwymi mostkami wodorowymi. Mogg
tworzy¢ warstwy objetoSciowe, liotropowe oraz termotropowe ciekte krysztaty i hydrozele.
Hydrofobowos$¢ ich ulatwia takze wytwarzanie cienkich warstw, ale problemem jest brak
powtarzalnosci uzyskiwanych warstw, ich morfologii i grubosci, kluczowych dla zastosowan w
elektronice organicznej. Intensywne badania, zaréwno eksperymentalne jak i teoretyczne,
komplekséw DNA-surfaktant pozwolity stwierdzié, ze najlepsza stabilno$¢ wykazujg
polielektrolity utworzone z surfaktantow, ktorych alifatyczny tancuch zawiera 16 atoméw
wegla. Jednakze wcigz nie sg znane mechanizmy odpowiedzialne za proces kompleksowania i
jego wplyw na strukture DNA w powstatych ukladach. Jej zmienno$¢ zostata
udokumentowana, ale nie ma jednoznacznos$ci co do kierunku tych zmian i jakie czynniki sg
odpowiedzialne za obserwowane réznice. W literaturze brakuje informacji, ktére pozwolityby
na poréwnanie wynikéw otrzymywanych przez rézne grupy badawcze.

Pani Aleksandra Radko skoncentrowata sie na badaniach polielektrolitow
zawierajagcych jeden z  trzech  wybranych  surfaktantow  kationowych:  chlorek
cetyltrimetyloamonowy (CTMA), chlorek benzyldimetyloheksaamonowy (BAC) i chlorek
heksadecylopirydynowy (HDP), ktore spetniajg powyzszy warunek, ale rdznig sie grupg
funkcyjng przy azocie. Wiasnosci komplekséw byty badane takze w zaleznosci od rodzaju
DNA, od rozkiadu dtugosci nici i ich konformacji (krétkie i dtugie liniowe DNA oraz
plazmidowe DNA). Przeprowadzone przy zastosowaniu szeregu komplementarnych metod
badania miaty pozwoli¢ odpowiedzie¢ na pytanie, czy ,,wtasciwosci kompleksu DNA-surfaktant
kationowy zalezg zar6wno od rodzaju DNA, jak i struktury surfaktantu
Doktorantka badata osiem réznych komplekséw DNA-surfaktant kationowy w postaci probek
objetosciowych i cienkich warstw. W przypadku probek objetoSciowych wykorzystata
spektroskopie w podczerwieni (FTIR) do potwierdzenia utworzenia sie w/w kompleksow,
dyfrakcje rentgenowskg XRD (w tym niskokgtowe rozpraszanie promieni rentgenowskich - SAXS)
do wyznaczenia parametrow ich komdérek elementarnych i spektroskopie dielektryczng do
charakterystyki ich wiasnosci elektrycznych oraz procesow relaksacyjnych w nich wystepujacych.
Ponadto przetestowata szereg znanych metod wykorzystywanych do wytwarzania cienkich warstw
kompleksow DNA-surfaktant, sposréd ktorych najlepsza powtarzalnos¢ uzyskiwata stosujac
metode Langmuira-Blodgett (LB). Przeanalizowata zachowanie sie monowarstw na granicy faz
ciecz-gaz i zoptymalizowata warunki wynoszenia warstw na podloze state. Utworzone cienkie
warstwy obrazowata za pomocg mikroskopu sit atomowych, a analize struktur przez nie
tworzonych przeprowadzita stosujgc szybka transformate Fouriera (FFT)

Rozprawa doktorska p. A Radko zostata napisana w jezyku polskim. Liczy 146 stron
wliczajagc ,,Dodatek - Historia badan DNA”. Poza strong tytutowg, wymaganymi
oswiadczeniami, podziekowaniami, spisem tresci, spisem skrétow pojawiajacych sie w pracy,
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim opatrzonych stowami kluczowymi, zawiera
informacje o publikacjach, w ktorych czeSciowo zostaty juz opublikowane wyniki rozprawy
oraz konferencjach, na ktérych byly one prezentowane. Nastepnie jest krotki wstep i
przedstawienie motywacji oraz celu pracy. Pozostata cze$¢ pracy zostata podzielona na cze$¢
teoretyczng, opisujgca budowe i struktury DNA, surfaktanty oraz ich kompleksy, i
doswiadczalng, na ktorg sktada sie pie¢ rozdziatdbw z podrozdziatami. Pierwszy z nich zawiera
opis stosowanych metod badawczych, drugi opis metod wynoszenia cienkich warstw, trzeci
informacje o materiale badawczym ijego przygotowaniu, czwarty dotyczy badan witasciwosci
probek objetoSciowych kompleksow, a pigty badan wiasciwosci cienkich warstw kompleksow.
Nastepnie jest ,,Podsumowanie i wnioski”, po ktdrych Doktorantka zamies$cita ,,Bibliografie”,
na ktorg sktada sie 108 pozycji literaturowych, ,JSpis tabel” (Yacznie 30) i ,,Spis ilustracji
wykorzystanych wpracy” (Yagcznie 77).



Pani A. Radko podjeta proby pozyskania DNA o dobrze okreslonej dtugosci tancuchow i
konformacji stosujac szereg metod biochemicznych, jak: trawienie enzymatyczne, elektroforeza
czy chromatografia jonowymienna. Niestety, zaréwno kupny materiat DNA, jak iten samodzielnie
pozyskany nie byt materiatem jednorodnym. Ostatecznie eksperymenty byty prowadzone na DNA
pochodzacym z nasienia tososia oznaczonym jako dsDNA (dtugie) o rozkiadzie dtugosci faincucha
od 25 do 10000 pz (wazona $rednia masa czasteczkowa, wémcz: ok. 6 500 pz) ijako dsDNA (krotkie)
zwierajacym od 5 do 240 pz (wémcz: ok. 117 pz) oraz frakcji DNA o krétkich tancuchach
porownywalnych do tych komercyjnie dostarczanych dsDNA(krdtkie), pozyskanych w wyniku
oczyszczania dsDNA diugiego metodg chromatograficzng (nazwanej dsDNA(chrom)), zwierajacej
od 6 do 190 pz. Plazmidowe DNA (pDNA) zawierajgce ok. 4704 pz pochodzito z bakterii
Escherichia coli wyhodowanych w laboratorium. Zawierato mieszanine az trzech konformacji:
liniowej, kotowej i superskreconej (dominujacej). Ostatecznie Doktorantka przebadata wihasnosci
kompleksow wszystkich powyzszych struktur DNA z CTMA oraz dsDNA(krdtkiego) i pDNA z
BAC oraz HDP, ktérych powstawanie potwierdzita eksperymentalnie. W przypadku liniowych
form DNA zaobserwowata zmiane ich struktury w kompleksach z B-DNA na A-DNA, a wiec nieco
szerszg (0 ok. 0.2 nm) i krotsza (o0 ok. 0.1 nm) forme oraz mniejsze uporzadkowanie tancuchdéw
surfaktantow. Podobny efekt wystgpit dla DNA plazmidowego w kompleksach, ktory wystepowat
w formach A- i Z-DNA przed reakcjg, a po reakcji z surfaktantem wylgcznie A-pDNA.
Doktorantka wyznaczyta parametry komorki elementarnej dla kompleksow dsDNA(krotkie) -
CTMA/BAC/HDP, ktore sg zblizone, ale tylko kompleks z CTMA posiadat strukture heksagonalna,
podczas gdy pozostate wykazywaly znieksztatcong faze heksagonalng z domieszkg heksagonalne;j.
Oszacowata takze szerokoS¢ w/w kompleksow, sposrod ktorych ten z CTMA wykazuje najmniejszg
szeroko$¢, a z BAC najwieksza, zgodnie z oczekiwaniami. Dyfraktogramy rentgenowskie
wykazaty, ze probki dsDNA(krotkie) - surfaktant posiadaty zanieczyszczenia niezwigzanymi
surfaktantami, ktorych nie udato sie catkowicie usungc.

Pani A. Radko zaobserwowata, ze w przypadku badanych przez nig kompleksow DNA ich
przewodno$¢ wiasciwa malata wraz ze wzrostem diugosci tancuchow DNA. Najwiekszg
przewodnos¢ wiasciwa wykazat kompleks dsDNA(krotkie) - CTMA. Pordéwnujac wplyw
surfaktantow na przewodnos$¢ wiasciwg kompleksow zawierajgcych dsDNA(krotkie) i pDNA, te z
HDP wykazywaty najwieksza, a z BAC najmniejszag przewodnos¢. Doktorantka sugeruje, ze
zarejestrowane w pomiarach dielektrycznych procesy relaksacyjne dla komplekséw sg wynikiem
oscylacji tancuchéw surfaktantow ze wzgledu na przesuniecie czestotliwosci relaksacji w kierunku
nizszych warto$ci w poréwnaniu do relaksacji rejestrowanych w r-rach DNA. W przypadku
cienkich warstw osadzanych na silnie hydrofitowym podtozu miki spontaniczna samoorganizacja
kompleksow DNA-surfaktant prowadzita do tworzenia sie rozgatezionych podtuznych struktur w
kierunku wynoszenia warstw. Dla komplekséw zawierajgcych plazmidowe DNA efekt ten
obserwowany byt juz od najnizszego zastosowanego ci$nienia powierzchniowego (5 mN/m), a dla
zawierajgcych liniowe DNA przy cisnieniu 10-20 mN/m i predkosci wynoszenia 5 mm/min.
Doktorantka nie zaobserwowata podobnych efektéw dla podioza krzemowego, znacznie mniej
hydrofilowego w poréwnaniu z mika, na ktérym grubo$¢ warstw byta mniejsza (ok. 2 nm) niz tych
tworzonych na mice (ok. 3.5 nm). Nie stwierdzita wptywu DNA na zmiany ksztattu izotermy w
kompleksach z badanymi surfaktantami kationowymi ani ci$nienia kolapsu monowarstwy.
Jednakze zarejestrowata wzrost powierzchni przypadajgcej na jedng molekute, a wiec zmiane
potozenia izotermy, wraz ze wzrostem diugosci taricucha DNA. Co ciekawe, w badanych
kompleksach nie zaobserwowala istotnych r6znic w energii powierzchniowej cienkiej warstwy
dla zastosowanych surfaktantow.

Znaczna cze$¢ wynikow uzyskanych przez p. A Radko zostata zawarta w trzech artykutach
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, ktérych tgczny impact factor wynosi
ponad 12.5. W dwaoch z nich jest pierwszym autorem.



Rozprawa jest zredagowana starannie, choé Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych
bteddw, np.: warto$ci przewodnosci elektrycznej wiasciwej dla czystych surfaktantow podane
w Tab. 17 i w pdzZniejszych tabelkach nie zgadzajg sie z tymi, ktére mozna odczytac z rysunku
48, schemat okres$lania kata zwilzania 6 przedstawiony na rys. 19 wymagatby poprawy. Nie
maja one jednak wiekszego znaczenia, jesli chodzi 0 mojg pozytywna ocene pracy. Natomiast
mam kilka pytan, na ktére chciatabym ustysze¢ odpowiedz:

1) Brakuje informacji o stezeniu substratow w koncowym roztworze dla przeprowadzonych
reakcji syntezy poszczegdlnych komplekséw DNA-surfaktant;

2) Jak obecno$¢ jonéw CI" (ich stezenie) moze wplywa¢ na powstawanie badanych
komplekséw DNA-surfaktant kationowy?

3) Jak wytlumaczy¢ ponad dwu-/trzy-krotnie nizszg warto$¢ parametru rozkladu czaséw
relaksacji uzyskang dla kompleksu pDNA-BAC w poréwnaniu do pozostatych kompleksow?

4) Czy pozostatosci niewyptukanych surfaktantow w probkach badanych komplekséw moga
wpltywacé na uzyskane wyniki?

5) W jakim kierunku nalezatoby zmodyfikowaé metode wytwarzania warstw DNA-surfaktant
kationowy, by grubo$¢ wytwarzanych warstw byta na tyle duza, aby mdc przeprowadzié
badania przewodnictwa warstw? Jakie inne metody mozna bytoby zastosowaé w celu
uzyskania informacji o wtasnosciach elektrycznych/przewodzacych cienkich warstw?

Bez watpienia p. Aleksandra Radko wykazata sie wiedzg i umiejetnosciami w prowadzeniu
badan o charakterze interdyscyplinarnym. Uzyskane przez nig wyniki stanowig istotny wkiad
do lepszego poznania wiasnosci fizyko-chemicznych komplekséw DNA-surfaktant kationowy.
Wykazata, ze w przypadku prébek objetosciowych zalezg one od struktury surfaktantow i DNA
oraz dtugosci nici DNA, podczas gdy samoorganizacja cienkich warstw powstatych z tych
komplekséw zalezy wytacznie od struktury czasteczki DNA. Tego typu systematyczne badania
kompleksow DNA-surfaktant kationowy sg niezwykle wazne dla projektowania uktadow,
majacych szerokie zastosowanie w nanotechnologiach dla potrzeb energetyki, elektroniki czy
bio-nanomedycyny.

Uwazam, Zze przedstawiona praca spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce" (Dz.U. z 2021 r. poz/ 478 z p6zn. zm,) i w zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie
pani mgr Aleksandry Radko do dalszych etapéw obrony rozprawy doktorskiej.
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