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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Wychowaniec
zatytutowanej

»Multi-analyte fluorescent small molecule probes for investigation of biologically
relevant local microenvironment”

Recenzja przygotowana w zwigzku z pismem sekretarza Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu dr Joanny
Banasik z dnia 13 wrzes$nia 2024 r. na podstawie dostarczonej kopii rozprawy doktorskiej przygotowanej zgodnie z zapisami ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 roku.

Przedtozona dysertacja, ktorej ocene powierzyta mi Rada Naukowa Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu, a stanowigca podstawe w procedurze uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne przez mgr Anne Wychowaniec, zostata wykonana
w Zaktadzie Sond Molekularnych i Prolekéw Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod
kierownictwem naukowym dr hab. Jacka Kolanowskiego i opiekg promotora pomocniczego dra inz. Michata
Jakubczyka.

Procesy biologiczne zachodzgce wewnatrz komadrki angazujg wiele elementéw sktadajacych sie na jej

budowe. Mozliwos¢ $ledzenia tych procesdéw umozliwiajg, miedzy innymi, luminescencyjne sondy
molekularne, ktére wizualizujg i okreslaja lokalizacje wewngtrzkomdrkowa, niewidzialnych dla innych metod,
sktadnikéw (analitéw) wewnatrzkomérkowych. Informacje te sg kluczowe do okreslenia ich biologiczne;j roli.
Wiekszos¢ doniesien naukowych dotyczy sond obrazujgcych pojedyncze anality. Niewiele jest doniesien
zwigzanych z bardziej uzytecznymi sondami wieloanalitowymi pozwalajgcymi, na bardzie wiarygodnie
wykrywanie i monitorowanie relacji zachodzgcych miedzy dwoma czy trzema elementami ukfadu
biologicznego.
Tematyka opiniowanej rozprawy dotyczy opracowania i wykorzystania sond fluorescencyjnych do pomiaru
parametréw Srodowiska wewnatrzkomdrkowego. Sondy fluorescencyjne staty sie w ostatnich latach
modnym i waznym tematem badan naukowych. Doktorantka idealnie wpisuje sie w dziatania, ktérych celem
jest poszukiwanie sond wieloanalitowych pozwalajgcych badaé mechanizmy proceséw zachodzacych
w ludzkim organizmie na poziomie komdérkowym w tym samym czasie.
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Charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do oceny dysertacja to 227 stronicowy $wietnie uporzgdkowany materiat o klasycznej
formie. Tekst pracy napisany w jezyku angielskim zostat podzielony na 7 wyraznie podzielonych rozdziatéw.
Sg to Wprowadzenie bedace czescig teoretyczng rozprawy (43 strony), Cel pracy (1 strona), Materiaty
i metody (21 stron), Wpyniki i dyskusja osiggnietych rezultatow (81 stron) oraz Whnioski
i plany badawcze (3 strony). Dysertacje uzupetnia liczagca 437 pozycji Bibliografia, zawierajgca
W przewazajacej mierze aktualne publikacje, oraz Dane uzupetniajgce bedace zbiorem zarejestrowanych
widm H i 3C NMR, HRMS-ESI oraz rezultatéw dotyczacych przeprowadzonych badan absorpcyjnych
i emisyjnych. Niektére z wymienionych czesci zostaty podzielone na rozdziaty i podrozdziaty. Rozprawe
poprzedzajg dwustronicowe Streszczenia w jezyku polskim i angielskim a takze wykaz stosowanych Skrotow.

Wprowadzenie, stanowigce przeglad pismiennictwa, jest bardzo cenng czescig recenzowanej
rozprawy, opisuje bowiem w sposéb wyczerpujgcy podstawy stosowanych metod wraz z odnosnikami do
literatury. W nim, Autorka scharakteryzowata mikrosrodowisko komdrkowe, zwracajgc szczegdlng uwage na
polarno$¢ wewngtrzkomodrkowg, lepkos¢ i zmiany pH, to jest czynniki, ktére mogg wywotywaé zmiany
w mikrosrodowisku komdrkowym. Krdétko, aczkolwiek kompletnie scharakteryzowata fluorescencje jako
spektroskopowg technike badawczg z uwzglednieniem narzedzi do obrazowania fluorescencyjnego
w biologii. Za to kolejne dwa podrozdziaty dostarczajg czytelnikowi szerokiej informacji na temat sond
fluorescencyjnych i strategii wewngatrzkomdérkowego znakowania fluorescencyjnego, ktére umozliwiajg
Sledzenie wewnatrzkomérkowych proceséw biologicznych. Tak przygotowane przez Doktorantke
Wprowadzenie bardzo dobrze wdraza w tematyke prezentowanych zagadniend badawczych jednoczes$nie
wskazujgc motyw wyboru kierunku podjetych badan. Ponadto, przedstawione w tej czesci rozprawy
informacje sg niezbedne w prowadzeniu dyskusji nad osiggnietymi wynikami w dysertacji.

Cel stanowi logiczng konsekwencje informacji ptynacych z analizy danych literaturowych.
Doktorantka formuje jeden nadrzedny cel badawczy oraz trzy cele szczegétowe, przedstawiajgce skrétowo
plan pracy, a dotyczace syntezy i walidacji dwéch fluorogenicznych czgsteczek. Zdefiniowane cele wymagaty
od Autorki wykonania szeregu czynnosci eksperymentalnych od syntezy okreslonych zwigzkdéw, ich analizy
spektroskopowej po walidacje dziatania sond.

W Czesci doswiadczalnej opisano, w sposéb szczegdtowy, etapy prac badawczych zwigzanych
z przygotowaniem sond fluoroscencyjnych. Doktorantka dobrze dobrata poziom szczegétowosci
prezentowanych tam informacji. Czes¢ eksperymentalna rozprawy rozpoczyna sie od przedstawienia
stosowanych odczynnikdw, aparatury i sprzetu badawczego. Nastepnie mgr Wychowaniec prezentuje opisy
prowadzonych syntez tacznie z wynikami analiz widm H i 3C NMR oraz HRMS-SI potwierdzajacych
poprawnos¢ przeprowadzonych dziatan syntetycznych. W nastepnych podrozdziatach przedstawia szczegéty
dotyczace sposobu okreslenia wtasciwosci fizykochemicznych fluoroforéw, eksperymentéw komérkowych
oraz eksperymentow in vitro z udziatem hCAIl (ludzkiej anhydrazy weglanowej).
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Zasadniczg czescig pracy jest rozdziat zatytutowany Wyniki i dyskusja, w ktérym mgr Wychowaniec
przedstawita rezultaty swoich obszernych, wielotorowych dziatan eksperymentalnych dotyczacych
spreparowanych sond SOLpH1 i SOLpH2 opartych odpowiednio na szkielecie 4-sulfonoamidu
benzo[c][1,2,5]oksadiazolu i 1,8-naftalimidu. Wyznaczyta wydajnos¢ kwantowa emisji, molowy wspétczynnik
absorpcji i jasnos¢, zbadata wptyw szerokiej grupy jondw na ich emisje, okreslita wrazliwos¢ obu sond na
polarno$¢ i lepkos¢ Srodowiska oraz przeprowadzita badania dotyczace kolokalizacji z trackerami
mitochondridw i lizosoméw w linii komdrkowej HEK293T (zdrowej) i A549 (nowotworowej). Autorka podjeta
rowniez badania dotyczace znakowania in vitro ludzkiej anhydrazy weglanowej Il z wykorzystaniem
przygotowanej sondy SOLpH1-Tos.

W rozdziale Whnioski Doktorantka zwrdécita uwage na osiggniecia pracy i wskazata mozliwg droge
wykorzystania sond fluorescencyjnych w przysztych badaniach.

Ocena wartosci naukowej

Metodologia badan zostata opisana szczegétowo i $wiadczy o duzej wiedzy Autorki, dotyczacej
analizowanych zagadnien i pokory w interpretacji uzyskanych wynikdw. Zwraca uwage wtasciwy dobdr
metod badawczych dla wiarygodnej realizacji celéw badania jak i zastosowanie poprawnych analiz
statystycznych.
Wyniki pracy przynoszg wiele ciekawych informacji i z naukowego punktu widzenia sg bardzo wartosciowe.
Po pierwsze, wartosci dtugosci fal wzbudzenia i emisji sondy SOLpH1 sg zbiezne z danymi literatrowymi.
Doktorantka zwraca uwage, ze niska wydajnos¢ kwantowa emisji sondy jest typowa dla fluoroforéw ze
znacznymi przesunieciami Stokesa, a wyzsza wartos¢ wydajnosci kwantowej emisji w ukfadzie o wartosci pH
rownej 4, wskazuje, ze stezenie protondw wokdt sondy wptywa na jej wtasciwosci optyczne. Udowadnia,
ze to pH a nie chemiczna natura stosowanego buforu jest odpowiedzialna za zmiane intensywnosci
fluorescencji sondy, na co wskazujg identyczne wartosci natezenia fluorescencji w pH réwnym 6,
obserwowane w buforze cytrynianowo-fosforanowym i fosforanowym. Akcentuje, ze wyznaczona srednia
wartos¢ pK, 6,4%0,2 jest odpowiednia do stosowania tej sondy w badaniach wewngtrzkomdrkowych.
Wazinym elementem pracy byto zbadanie wptywu polarnosci i lepkosci $rodowiska na wiasciwosci
luminescencyjne sondy SOLpH1. Wyznacza dla mieszanin dioksan-woda, rozpuszczalnikdw i stosowanych
buforéw empiryczny parametr polarnosci Reichardta. Zauwaza, ze obnizeniu polarnosci rozpuszczalnika
i wzrostowi lepkosci $rodowiska towarzyszy wzrost natezenia emisji sondy co czyni sonde odpowiednim
kandydatem do badania ich zmian w Srodowisku wewngatrzkomdérkowym. Zwraca uwage na zdolnos¢ sondy
do rozpuszczania sie w organicznych i nieorganicznych roztworach bez potrzeby stosowania DMSO.
Poczyniona obserwacja, zdaniem Doktorantki, ma ogromne znaczenie eksperymentalne. Demonstruje
bowiem mozliwos¢ wykorzystania sondy SOLpH1 w eksperymentach obrazowania zywych komérek bez
potrzeby przygotowania roztwordéw macierzystych na bazie DMSO. Innym waznym elementem dysertacji jest
badanie kolokalizacji z trackerami mitochondriéw i lizosoméw z wykorzystaniem zdrowej i nowotworowej
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linii komdrkowej tj. HEK293T oraz A549 jak i wewnatrzkomdrkowa detekcja pH w zdrowej linii komdrkowe;j.
Autorka zaobserwowata wystepujgca réznice w natezeniu emisji pomiedzy obiema liniami komdrkowymi,
co Jej zdaniem moze w przysztosci zosta¢ wykorzystane do rozrdznienia komoérek nowotworowych od
zdrowych. Réwnie waznym sktadnikiem recenzowanej rozprawy sg badania dotyczace znakowania in vitro
ludzkiej anhydrazy weglanowej Il z wykorzystaniem przygotowanej sondy SOLpH1-Tos, jak i aktywnosci
enzymatycznej znakowanego biatka SOLpH1-hCAll. Analogiczne badania, z wyjatkiem badan znakowania
i aktywnosci enzymatycznej, przeprowadzita z udziatem sondy SOLpH2. W odrdznieniu od sondy SOLpH1,
SOLpH2 generowata wyzsze wartosci natezenia emisji w roztworach wodnych w poréwnaniu z roztworami
niepolarnymi i charakteryzowata sie mniejszg wrazliwoscig na zmiany lepkosci srodowiska. Wyznaczona
wartos¢ pK, 6,5+0,1 jest rowniez odpowiednia do monitorowania zmian w $rodowisku
wewnatrzkomadrkowym.

Przeprowadzona w rozprawie dyskusja osiggnietych rezultatéw, jak i przygotowane wprowadzenie
Swiadczg o duzej znajomosci zagadnien z zakresu tematu pracy.

Mimo réznych technik i metod badawczych stosowanych dla realizacji postawionych celéw
badawczych, wiekszos¢ zadan z nich wynikajgcych Autorka zrealizowata samodzielnie. O wystepujacej
wspotpracy i jej zakresie Doktorantka informuje na odpowiedniej stronie dysertacji.

Podsumowujac, niewatpliwymi walorami recenzowanej dysertacji sa:

- aktualny i wazny temat,

- doktadne opracowanie metodologiczne,

- wielotorowos¢ podjetych dziatan eksperymentalnych,

- opracowanie wynikéw pomiardw, prowadzgce do stwierdzenia rzeczywistej wartosci mierzonych wielkosci,
- przejrzysta i spdjna forma pracy, przyjazna dla czytelnika.

Ocena strony redakcyjnej pracy

Rolg recenzenta jest ocena rozprawy pod wzgledem merytorycznym, formalnym, poprawnosci
redakcyjnej i jezykowej, mozina rzec poszukiwanie uchybien w pracy co w przypadku rozprawy mgr
Wychowaniec jest trudne. Swiadczy to o duzej dojrzatoéci naukowej Doktorantki.

Indywidualng sprawg kazdej osoby przygotowujacej dysertacje doktorskg jest sposob jej
przygotowania i forma prezentacji osiggnietych rezultatéw badan. Pani mgr Wychowaniec w bardzo
interesujgcy sposob zaprezentowata wyniki swojej pracy badawczej. Strona graficzna pracy jest wysoka,
jakos¢ i czytelnos¢ 121 rysunkow, 40 widm i 9 tabel — bardzo dobra, przez co utatwiajg czytelnikowi
zaznajomienie sie z szerokg gama przedstawionych informacji. Godny podkreslenia jest wktad pracy,
potrzebny do przygotowania ostatecznej wersji rozprawy.

Recenzent znalazt kilka drobnych usterek redakcyjnych, ktére majg charakter drugorzedny i w niczym
nie wptywajag na warto$¢ naukowg pracy, a ktdre z obowigzku tgcznie z innymi uwagami zostaty
przedstawione ponizej:
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- w celach pracy zabrakto postawienia hipotez badawczych, ktére winny zosta¢ udowodnione
w trakcie prowadzenia prac badawczych,

- przedstawione w pracy rownania reakcji powinny posiada¢ numery, zgodne z kolejnoscig pojawiania
sie ich w tekscie,

- szkoda, ze Autorka nie ponumerowata widm H, *C NMR i HRMS-ESI, co znacznie ufatwitoby
czytanie manuskryptu,

- str. 74 nie zamieszczono potfozenia sygnatéw obecnych w widmie *H NMR zwigzku 13, jak czyniono
wczesniej,

- dlaczego w opisie rysunku 44 Aw;=435 nm, skoro wczesniej przedstawiono, ze maksymalna
absorpcja wystepuje przy dtugosci fali réwnej 420nm?

- str. 97 Tabela 2, z danych w niej zamieszczonych wynika, ze AA=1440 cm?, w tekscie Doktorantka
podaje 1439 cm; podobna uwaga dotyczy str. 99 i Tabeli 3 gdzie podano odpowiednio 19201921 cm™ oraz
str. 129 i Tabeli 6 (1048 i 1049 cm™),

- str. 98 Tabela 3, dlaczego w przypadku CPB (pH=4) Awb= 420 nm, skoro we wczesniejszych etapach
stosowano Aw:=435 nm?

- str 105, z czego wynikajg odmienne wartosci Awzb i Aem roztwordéw przygotowanych w acetonitrylu,
buforze HEPES i wodzie z tymi przedstawionymi w Tabeli 3? Podobna uwaga dotyczy str. 135 i Tabeli 7,

- str. 111, nie wyjasniono skrétu ROI,

- str. 124, z rysunku 68 mozna wnosié, ze SOLpH2 moze mie¢ rowniez pasmo absorpcyjne ponizej 300
nm, czy jest tak faktycznie?,

- str 125, zastanawiajace sg wartosci € SOLpH2 przedstawione w Tabeli 5; z rysunku 69 wynika,
ze sonda osigga maksymalng absorpcje przy okoto 400 nm a w tabeli odpowiada jej najnizsza wartos¢ ;
prosze o komentarz,

- rysunek 72, brak opisu osi,

- Tabela 9, btedna wartos¢ €405 dla sondy SOLpH2 w roztworze o pH=7,5

- zgodnie z opisem rysunku 98, brakuje w rozprawie jednego rysunku.

Z catosci przedstawionego materiatu stwierdzam, ze projekt badawczy zostat przemyslany, rozsadnie
zaplanowany i konsekwentnie zrealizowany. Z satysfakcja oswiadczam, ze praca zawiera szereg ciekawych
wynikéw osiggnietych na podstawie rzetelnych badan, ktére noszg znamiona nowosci naukowe;j.

Mam petne przekonanie, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej dowodzg dojrzatosci
Kandydatki do prowadzenia dalszej dziatalnosci naukowej. Autorka umiejetnie postuguje sie réznymi
technikami badawczymi, dobrze je wykorzystuje, potrafi wyniki badan interpretowa¢ w oparciu o dane
literaturowe i o zaawansowang wiedze podstawowg. Dyskusja wynikow z przeprowadzonych badan jest
logiczna a wnioski z nich ptynace sg dobrze udokumentowane.
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W Swietle powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r. poz.1668
ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 28/2024/Internet
z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie
Pani mgr Anny Wychowaniec do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie
whnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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