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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Wychowaniec
pt. ,Multi-analyte fluorescent small molecule probes for investigation of biologically relevant
local microenvironment”

Magister Anna Wychowaniec swoja prace doktorska zatytulowang ,,Multi-analyte
fluorescent small molecule probes for investigation of biologically relevant local
microenvironment” wykonata w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu pod opiekg dr hab. Jacka Kolanowskiego oraz dr inz. Michata Jakubczyka,
pelnigcego funkcje promotora pomocniczego.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie dotyczy opracowania nowych sond
fluorescencyjnych ~ wrazliwych na zmiany pH oraz polarnosci/lepkosci medium
rozpuszcezajacego. Poszukujgc nowych sond fluorescencyjnych zwraca sie uwage na ich:
selektywnos¢ - sondy s3 projektowane tak, aby reagowaé specyficznie na okreslone
czasteczki lub procesy biologiczne, czutos¢ - nawet niewielkie zmiany w $rodowisku moga
prowadzi¢ do zmian w intensywnosci lub widmie emisji fluorescencji, réznorodnosé —
znanych jest obecnie szeroki wybor sond fluorescencyjnych, réznigcych sie whasciwosciami
spektralnymi i zdolnoscig do wigzania réznych biomolekul. Sondy fluorescencyjne znajduja
zastosowanie w obrazowaniu komoérkowym, w tym: lokalizacji biatek, monitorowaniu
procesow komdrkowych, badaniu interakeji biatko-biatko, w badaniach biochemicznych, w
tym: badanie kinetyki reakcji enzymatycznych oraz badanie struktury biatek. Ciekawym jest
zastosowanie sond fluorescencyjnych w inzynierii genetycznej, a w szczegdlnosci oznaczanie
ekspresji genow i $ledzenie losow rekombinowanych DNA.

Ponadto coraz czgsciej sondy fluorescencyjne stosowane sa diagnostyce medycznej, w
wykrywaniu choréb, ocenie stanu zdrowia pacjenta oraz diagnostyce in vivo. Sondy
fluorescencyjne sg niezwykle wszechstronnymi narzedziami, ktére znajduja zastosowanie w
wielu dziedzinach nauki. Ich zdolnos¢ do wykrywania i wizualizacji réznych proceséw
biologicznych na poziomie molekularnym sprawia, ze sa nieocenione w badaniach

podstawowych i stosowanych.



Tak wigc bez watpienia, praca doktorska mgr Anny Wychowaniec, wpisuje si¢ w
intensywnie rozwijany dzial nauki i jest aktualna. Rozprawa doktorska zostata przygotowana
w jezyku angielskim.

Praca posiada wielopoziomowa struktur¢ dostosowang do osiagniecia zalozonego celu
badan. Celem gléwnym pracy bylo opracowanie sond do zastosowar wewngtrzkomérkowych
wrazliwych na zmiany w mikrosrodowisku komérkowym i na zmiany pH (sondy dwu- lub
wieloanalitowych) oraz wykazanie mozliwosci kowalencyjnego przytaczenia opracowane;j
sondy do docelowego biatka bez koniecznosci modyfikacji genetycznej.

Tak ambitny i ztozony cel pracy mogt by¢ osiggniety poprzez realizacje wielu celow

szczegbtowych, obejmujacych: 1. Syntezg i walidacje sondy wrazliwej na srodowisko i pH
opartej na 4-sulfonamidzie 2,1,3-benzoksadiazolu (SBD) jako fluoroforze; 2. Synteza i
walidacja sondy wrazliwej na $rodowisko i pH opartej na rdzeniu naftalimidowym; 3.
Zaprojektowanie i utworzenie narzedzia do kowalencyjnego znakowania docelowego biatka
za pomocg sondy wrazliwej na srodowisko i reagujgcej na zmiany pH.
Recenzowana praca liczy 227 stron. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje streszczenie,
wykaz stosowanych skrotow, wprowadzenie, bedace czescia literaturowg, cel pracy, cze$é
eksperymentalng, wyniki i dyskusje, podsumowanie i wplyw uzyskanych wynikow na rozwoj
nauki, wykaz literatury cytowane] oraz dane uzupetniajace. W moim przekonaniu spis tresci
nie jest czytelny. Gtowne rozdzialy: wstep, cze$é teoretyczna, czes¢ eksperymentalna, wyniki
1 dyskusja powinny byé lepiej widoczne w spisie tresci. W pracy zabraklo wykazu dorobku
naukowego Doktorantki.

Przeglad literaturowy nazwany przez Doktorantke , Introduction” obejmuje
podrozdzialy dotyczace: mikrosrodowiska wewnagtrzkomorkowego, zastosowania zjawiska
fluorescencji ~w  obrazowaniu,  znacznikéw fluorescencyjnych  oraz strategii
wewnatrzkomérkowego znakowania fluoroforami.

Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentéw przegladu
literaturowego, utrzymana jest spdjnos¢ dzigki starannemu doborowi referowanych publikacji
i konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czesci sktadowych nadrzednemu celowi
pracy. Generalnie, pozwala wiec to na wystawienie wysokiej oceny tej czesci rozprawy. Nie
bardzo rozumiem, dlaczego w podrozdziale 1.1 dotyczacym  mikrosrodowiska
wewnatrzkomorkowego opisana zostata anhydraza weglanowa. Z przypadku tego
podrozdziatu, Doktorantka wiele faktow potraktowata bardzo ogélnikowo. Prosze o
doktadniejsze oméwienie reakcji katalizowanych przez ten enzym (Rys 1). Ponadto na tym

rysunku niewlasciwie przedstawiony jest zapis strzatkowy, zastosowana strzalka jest tzw.
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~strzatka mezomeryczna” stosowang przy rysowaniu struktur granicznych. Doktorantce
niestety nie udato si¢ unikna¢ bledéw w tej czesci pracy. Przykladowo w rozdziale 1.3.4.
dotyczacym znacznikéw fluorescencyjnych wrazliwych na zmiane pH, Doktorantka na
Rysunkach 16, 17, 18 nie uwzglednita mozliwosci protonowania grup aminowych w
obnizonym pH. Bez watpienia imponujaca jest liczba odnosnikéw literaturowych zawartych
w rozdziale Introduction (az 321 pozyciji).

Kolejny gléwny rozdzial przedstawia cel pracy, ktéry zostat przygotowany poprawnie.
Szkoda, ze Doktorantka nie przedstawila struktur planowanych do otrzymania zwiazkéw, co
ulatwitoby $ledzenie tekstu. Co prawda na Rysunku 32 przedstawione zostaty etapy projektu i
glowne cele badan, ale w moim przekonaniu fragment przedstawiajacy projektowanie,
syntezg 1 charakteryzacj¢ nowych wskaznikow jest przedstawiony bardzo pobieznie w sposéb
zbyt obrazkowy, po pierwsze tak narysowane struktury nie przedstawiajg planowanych
finalnych zwigzkéw, ptytka TLC wskazuje, ze proces analizy zwigzkow lub ich rozdzielania
bedzie bardzo fatwy. Rysunek jest ladny, ale nie niesie wlasciwej tresci. Prosze o
dokfadniejsze omowienie wykonywanych analiz finalnych zwigzkéw jak i metod ich
oczyszczania w trakcie obrony.

Kolejny rozdzial gtéwny ,,Cze$¢ eksperymentalna” zawiera opisy metod badawczych.
Czgs¢ ta opisana jest doktadnie, co pozwala na odtworzenie uzyskanych wynikoéw. Na
pochwale zastuguje bardzo dokladna charakterystyka otrzymanych zwigzkow.

Najbardziej rozbudowana czes¢ pracy to rozdziat szosty ,,Wyniki i dyskusja” Rozdziat
liczy 84 strony.

Pierwszy etap prac badawczych dotyczyt zaprojektowania, syntezy 1 walidacji dwdch
fluorogenicznych  zwiazkéw wrazliwych na zmiany parametréw fizycznych oraz
przeksztalcenie jednej z nich w sonde charakteryzujacg sie powinowactwem do ludzkiej
anhydrazy weglanowej II (hCAIl). Synteza zwiazkow SOLpH1 i SOLpH2 oparta byla na
znanych metodach syntetycznych a ich struktury potwierdzono metodami 'H NMR, '*C NMR
i HRMS. Zwiazki byly tak zaprojektowane, aby posiadaty witasciwosci fluorogeniczne oraz
byly wrazliwe na zmiany pH i/lub zmiany polarnosci. Obie czgsteczki posiadajg w strukturze
piersciefi piperazynowy. Przy wysokim pH sondy nie powinny emitowaé fluorescencji lub
fluoryzowa¢ mato wydajnie z powodu wygaszania, natomiast w niskim pH, atom azotu ulega
protonowaniu, co wplywa na wzrost fluorescencji. Doktorantka zbadala whasciwosci
fluorescencyjne zwigzkéw oraz ich wrazliwoéé na polarno$¢ i lepko$¢ w obecnosci
biologicznie istotnych analitéw. Wydajno$é kwantowa fluorescencji, wspdtczynnik

ekstynkcji, jasno$¢ zostaty wyznaczone dla obydwu zwigzkéw przy pH 4,0 1 7,5.
3




Doktorantka przeprowadzila réwniez eksperymenty kolokalizacji z trackerami
mitochondriéw i lizosoméw dla dwoch linii komoérkowych (zdrowej HEK293T i
nowotworowej A549). Doktorantka wykazato, ze zwiazki SOLpH1 i SOLpH2 charakteryzuja
si¢ wlasciwosciami wrazliwo$ci na pH. Obserwowano wzrost emisji przy pH 14-krotny
wzrost dla SOLpH1 i 13-krotny wzrost dla SOLpH2 przy zmianie pH. Obliczone pKa
wynosily odpowiednio 6.4 (SOLpH1) i 6.5 (SOLpH2), co czyni je uzytecznymi w badaniach
in cellulo. Eksperymenty kolokalizacyjne nie wykazaly preferencji sond do lokalizacji w
mitochondriach lub lizosomach. Ostatnim etapem badan byly prace zwigzane z
wewngtrzkomérkowa detekcja pH w komorach HEK293T. Zwigzek SOLpH1 zostal
dobudowany do zwigzku o udokumentowanym powinowactwie do anhydrazy weglanowej
dajgc finalnie pochodng SOLpH1-Tos. SOLpHI-Tos inkubowano z hCAII i nastepnie
poddano trawieniu trypsyna, a uzyskane peptydy poddano analizie celem znalezienia miejsc
modyfikacji (znakowania).

Zwiazek SOLpHI-Tos sklada si¢ z krétkiego lacznika wywodzacego sie z glikolu
etylenowego, reaktywnej grupy tosylowej i odwracalnego  inhibitora hCAIL,
benzenosulfonamidu. Eksperyment znakowania in vitro ludzkiej anhydrazy weglanowej I za
pomocg sondy SOLpHI-Tos zakoficzyt sie sukcesem, a analiza uzyskanych danych
potwierdzila reakcje zachodzaca miedzy SOLpH1-Tos a aminokwasem znajdujacym sie w
poblizu miejsca aktywnego enzymu (histydyna His64).

Na docenienie zastuguje szata graficzna rozprawy doktorskiej. Imponujgcy jest
rowniez zbior cytowanych odnosnikéw literaturowych obejmujacy 437 pozycji.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badan, w pelni zgodnego
ze wspdlczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak 1 potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny ~charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegélne uznanie zastuguje  bieglos¢  wykorzystywania
roznorodnych metod syntetycznych oraz sprawnos$é w postugiwaniu sie zlozonymi,

wspotczesnymi technikami, ktére to Doktorantka potrafila zaimplementowac w badaniach.

Niestety dorobek publikacyjny mgr Anny Wychowaniec jest do$¢ skromny. Sktada sie
z 1 publikacji Postgpy Biochemii, 2023, https://doi.org/10.18388/pb.2021 538. (70 punktow -

Ministerialna lista czasopism punktowanych 2023 i 2024). Doktorantka jest pierwszym

wspotautorem w tej jednej publikacji stanowigcej podstawe recenzowanej pracy doktorskiej.




Dodatkowo Doktorantka jest réwniez wspdlautorem 6 komunikatow prezentowanych na
konferencjach krajowych i migdzynarodowych.

W trakcie obrony pracy doktorskiej, prositabym Doktorantke o oméwienie planow
publikacyjnych uzyskanych w badaniach wynikéw, ze szczeg6lnym uwzglednieniem

wskazania stopnia zaangazowania Doktorantki w przygotowywane publikacje.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 . poz. 1668 ze. zm.),
Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r.. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2-18 1. 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 Anny Wychowaniec do

dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Prof. dr hﬂab. inz. Beata Kolesinska

Lodz, 08. 11.2024




