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Fluorescencyjne sondy molekularne znajdujg obecnie szerokie
zastosowanie w monitorowaniu m.in. zmian $rodowiska, identyfikacji zywnosci
genetycznie zmodyfikowanej oraz $ledzeniu aktywnosci komoérek in vitro.
Ponadto, w ostatniej dekadzie obrazowanie fluorescencyjne statlo sie
wszechstronnie wykorzystywanym narzedziem w badaniach Kklinicznych ze
wzgledu na unikatowe mozliwosci wizualizacji cech anatomicznych
i szczego6tdbw morfologicznych na poziomie komérkowym i subkomérkowym.
Wizualizacja tych zjawisk jest mozliwa dzieki wprowadzeniu do organizmu
odpowiednio skonstruowanych znacznikéw fluorescencyjnych, ktore wigzg sig ze  Cancer Research UK and
specyficznymi elementami struktury tkankowej, co pozwala na przestrzenng o medno cenes
ocene tych struktur oraz monitorowanie proceséw w nich zachodzgcych.  and The Royal Marsden NHS
Szczegolnie interesujgca jest mozliwos¢é wykorzystania tych sond w analizie ~ Foundation Trust
oddziatywan, ktére odpowiadajg za rozwdj procesdéw chorobotwérczych, jak
réwniez do Sledzenia farmaceutykow w trakcie ich interakcji z bioczgsteczkami.

Nowoprojektowane sondy fluorescencyjne powinny charakteryzowaé sig 15 Cotswold Road, Sutton
wysoka wydajnoscig kwantowa fluorescencii, diugim czasem zycia fluorescencji < *V* "¢
oraz odpornoscig na fotowybielanie. Istotne sg réwniez takie cechy jak: waskie  T+442087224412
spektrum emisji, dobra fotostabilno$¢ i wysoka warto$¢ przesunigcia Stokesa'. " dkramemarek@icrac.u
Ponadto, wazne jest, aby wtasciwosci fluorescencji nie byty zalezne od lokalnego T
Srodowiska, odmiany bioczasteczki oraz czystej postaci koniugatu. Barwnik  Registered office
powinien réwniez charakteryzowac sig¢ dobrg rozpuszczalnoscig, wysokg [ Ineie o FancerResearc
stabilnoscig chemiczng i srodowiskowg, brakiem toksycznosci oraz wysokg 123%0@ BmmpmnpRoad
biodostepnoscig. Powinien takze selektywnie wigza¢ sie z okreslonym typem  LondonsSw73RpP
komorek, tkanek lub organelli wykazujagc kompatybilnos¢ ze zrédtlem . .

. . . . i A . y. Not for Profit.
wzbudzenia. Poniewaz barwniki takie sg stosunkowo tanie w produkcji oraz tatwe  company Limited by Guarantee.
w modyfikacji, obecnie badania nad nowymi sondami molekularnymi sg  Registered in England No. 534147.
priorytetowe w wielu o$rodkch naukowych na $wiecie. VAT Registration No. 849 0581 02

Przedtozona mi do oceny dysertacja mgr Barbary Czaplinskiej
doskonale wpisuje sie w ten nurt badawczy. Rozprawa zostata wykonana pod
opiekg dr hab. Roberta Musiota w Zaktadzie Chemii Organicznej, w Instytucie
Chemii na Uniwersytecie Slgskim. Prace zbudowano zgodnie z obowigzujgcymi
kanonami przyjetymi dla pracy doktorskiej wedlug obowigzujgcych kryteriow.
Nalezy podkreslic, Zze Doktorantka zrealizowata swoje badania dzieki
finansowaniu z projektu badawczego Narodowedgo Centrum Nauki - OPUS (DEC-
2013/09/B/NZ7/00423).

Cato$¢ rozprawy obejmuje 116 stron maszynopisu i podzielona jest na 7
gtébwnych rozdziatébw (ij. cel i zatozenia pracy, wstep czyli czes¢ literaturowa,
badania wtasne, podsumowanie, czes$¢ eksperymentana zawierajgcg materiaty
i metody, literatura oraz dorobek naukowy doktorantki). W pracy umieszczono
kilkanascie wykreséw, rysunkéw, schematéw i zdje¢, ktdre znacznie ufatwity
zrozumienie przedstawionych wynikéw. Cho¢ znajdujgcy sie na koncu pracy
rozdziat dotyczgcy stosowanych metod w mojej opinii powinien sie znalez¢ na
poczatku rozprawy, tuz po wstepnie co ulatwitoby czytanie rozprawy oraz
interpretacje wynikow.
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Doktorantka postawita sobie za CEL zsyntetyzowanie oraz przeanalizowanie wasciwosci
spektroskopowych nowych zwigzkéw chemicznych opartych o strukture chinoliny. Zwigzki te mozna
wykorzysta¢ jako fluorofory przy projektowaniu sond stuzacych w badaniach struktur komdérkowych
oraz proceséw zachodzgcych na poziomie komodrkowym ocenianych z wykorzystaniem np.
mikroskopii fluorescencyjnej czy konfokalnej. Postepowanie takie oparte jest na zatozeniu, ze
chinolina, ze wzgledu na matg mase czasteczkowg i obecnos¢ atomu azotu, dajgcego dobre
wiasciwosci koordynacyjne, jak i mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych jest atrakcyjng strukturg
w projektowaniu nowych fluoroforow. Te z kolei, odpowiednio zaprojektowane, mogg by¢ sensorami
wlasciwosci fizykochemicznych czy biochemicznych poprzez dostarczanie informacji stanowigcej
odpowiedz na warunki panujgce w danym uktadzie biologicznym, np. pH.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi ambitny projekt badawczy, nie mniej jednak
z obowigzku Recenzenta chciatbym zasygnalizowa¢ kilka kwestii, ktére majg na celu udoskonalenie
warsztatu badawczego Doktorantki.

Uwagi szczegotowe:

Klarownie zredagowany na 17 stronach WSTEP (ubarwiony 12 rysunkami i 1 tabelg) stanowi
omowienie:

zjawiska fluorescenciji;

modelu budowy i mechanizmu dziatania chemosensoréw;

budowy i funkcji poszczegoélnych struktur komoérkowych;

barwnikéw fluorescencyjnych wykorzystywanych w monitorowaniu poszczegdélnych organelli
komorkowych tj. mitochondrium, lizosomy, aparat Golgiego czy jadro komérkowe.

Ta czes¢ pracy jest ciekawa, ale zawiera kilkanascie btedéw edycyjnych i mogtaby by¢ staranniej
opisana. Wystepujg w niej bowiem:

e bledy zwigzane z nomenklaturg poszczegdélnych zwigzkdw.
czasami wystepujg zdania bez zwigzku (np. ostatnie zdanie na str. 19).
oraz sformutowania nienaukowe: ‘krucho$¢ komorek ludzkich i zwierzecych” (Str. 11) —
komorki nie sg kruche. Podobnie w kolejnym zdaniu na tej samej stronie Doktorantka pisze:
Lsondy, ktore akumulujg sie w komorce, badz tgczg z celem naszego zinteresowania,
aktywujg proces fluorescencji’; sonda sama w sobie nie aktywuje tego procesu, musi by¢
wzbudzona, aby wyemitowa¢ swiatto. W kolejnym zdaniu Doktorantka pisze: ,Ponadto, na
przestrzeni ostatnich lat, fluorescencyjne biosensory zyskaty popularnosc jako czute narzedzia
do badania i odkrywania nowych miejsc wigzania.” — co Doktorantka miata tutaj na mysli?

e Tabela 1 przedstawia liste wraz z opisem barwnikdw przeznaczonych do wizualizaciji
mitochondriow. Tabela ta zostata przepisana z Ref. 36 (2006) a powinna zosta¢ rowniez
uzupetniona o najnowsze fluorofory. Co wiecej, dla reszty organelli komorkowych
przedstawione zostaty na rysunkach jedynie same struktury zwigzkéw, bez referencji.

e Str. 15 — Doktorantka w pierwszym paragrafie wprowadza technike ESPIT, w drugim
paragrafie sie powtarza i tutaj wprowadza dopiero angielski skrot.

e Rys 1 — zawiera anglojezyczne skroty jak GS (ang. ground state), ktore nie sg ttumaczone,
a wydaje mi sie, ze dobrze bytoby je tutaj dodac, zwtaszcza, ze w pdzniejszej czesci pracy
Doktorantka takie skréty umieszcza.

Niewatpliwie tatwo mozna zuwazy¢ w tej czesci pracy, jak réwniez w pozostatych rozdziatach,
podobny brak konsekwencji.

e Rys. 2 jest mato przejrzysty. Warto by go uzupetni¢ o przyktady sond fluorescencyjnych. Czy
Doktorantka mogtaby np. wymieni¢, kitére sondy najczesciej wykorzystywane sg do
obrazowania wigzarh wodorowch?

e Doktorantka nie zachowuje kolejnosci rysunkéw w pracy: po Rys. 8 jest w tekscie Rys. 10 na
Str. 24 a po nim Rys. 9.
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e Rys. 8 —rysunek Mito Tracker Red jest niepoprawny.

e Rys.11b — lewa czes$é zwigzku jest narysowana niepoprawnie (brakuje atomu azotu);

e Str. 20 — Czy Doktorantka mogtaby omoéwi¢ dlaczego uwaza, ze mitochondium i lizosomy to
struktury komérkowe, ktore sg najczestrzymi obiektami zainteresowania jezeli chodzi o ich
obrazowanie?

e Str. 21 — Doktorantka moéwi tutaj o apoptozie, natomiast dopiero na Str. 24. wyjasnia czym jest
to zjawisko.

e Str. 24 — Czy Doktorantka mogtaby oméwi¢ w jaki sposéb monitorowanie lizosoméw moze
przyczyni¢ sie do efektywniejszej diagnostyki?

e Str. 26 — Czy Doktorantka mogtaby wyjasni¢ jaka jest réznica pomiedzy barwnikem DAPI
i Hoechst (pomijajac oczywiscie roznice w strukturze)?

e W tej czesci pracy brakuje réwniez w referencjach kilku pozycji np. Nature Reviews, ktore
w ostatnich latach zostaty opublikowane i Swietnie podsumowujg obecny stan wiedzy na temat
sond fluorescencyjnych.

Czes¢ BADANIA WLASNE opisuje bardzo interesujgce i szeroko rozbudowane badania, zwierajgce
zaréwno synteze, badania strukturalne oraz charakterystyke spektralng pochodnych chinoliny. Czes¢
chemiczna zostata dobrze przemys$lana, potwierdzeniem tego jest dobdr materialu badawczego
i metod jakie Doktorantka wykorzystata. Syntezy opierajg sie na znanych metodach. Duzym atutem
jest synteza z uzyciem pola mikrofalowego. Jest to metoda nowoczesna i niejednokrotnie pozwala
znacznie skréci¢ czas syntezy oraz zwiekszy¢ jej wydajno$é. Strona analityczna, potwierdzajgca
budowe otrzymanych zwigzkéw jest rowniez poprawna. Na uwage zastugujg obliczenia teoretyczne
wykonane w celu uzupetnienia wiedzy uzyskanej z pomiaréw spektroskopowych wykonane
z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestodci DFT. Ta czes¢ pracy dodatkowo zostata wzbogacona
o badania wykonane w ukfadzie in vitro na modelu komoérkowym przy uzyciu linii ludzkiego raka jelita
grubego HCT116 oraz prawidtowej linii ludzkich fibroblastéw NHDF.

W tej czesci pracy nalezatoby réwniez zwréci¢ uwage na kilka istotnych szczegotow:

e Rys. 13a — nie ma podanych podstawnikéw R1 i R2. Wiec zdanie: ,Za przyktad mogag
postuzyc struktury przedstawione na Rysunku 13a, ktére stosowane sg do barwienia DNA i
RNA”, sugeruje, ze pod 13a jest kilka struktur (a Doktorantka przedstawia tylko jedng z blizej
nieokres$lonymi podstawnikami).

e Rys. 14 — wymieniono zwigzki 6f—6k, ale w tabeli podano podstawniki tylko do f; jakie sg
podstawniki dla 6g, 6h, 6i, 6j i 6k? Podstawik butylowy to Bu, a nie Bt.

e Rys. 15 — brakuje widma dla 6f. Czy na osi y nie powinno byé molowego wspoétczynnika
absorpcji zamiast absorbancji (patrzac na dane liczbowe)?

e W tekscie brakuje Tabeli 3, o ktérej jest mowa na stronie 31, powinny by¢ w nigj
zamieszczone dane dotyczgce solwatochromizmu.

e Rys. 16 — brakuje jednostki intensywnosci fluorescenciji ([au] ?)

e Rys. 17 — nalezatoby oméwié nieco obszernie;.

e W Tabeli 2 (Str. 31) wydajnosci kwantowe podane sg w %, potem Doktorantka podaje je
bezwymiarowo. Doktorantka powinna trzymac sie jednej konwencji, co utatwitoby poréwnanie
wynikow.

e Str. 38 — zasady Schiffa nie mogg by¢ jednostkami przeciwgrzybicznymi, przeciwbakteryjnymi
To zdanie nalezatoby inaczej napisac.
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Str. 39 — jakich zwigzkéw dotyczy Rys. 22?7 Jakie zwigzki kryja sie pod poszczegdlnymi
oznaczeniami?

Rys. 22 — zwigzek 2 na tym rysunku jest zwigzkiem oznaczonym jako SC2 w dalszym tekscie.
Str. 29 — mata réznica energii pomiedzy orbitalami HOMO i LUMO — “mafa réznica” jest
pojeciem wzglednym, ile ta réznica wynosita?

Str. 30 — Doktorantka wprowadza pojecie przesuniecia batochromowego, ktére jednak
ttumaczy w tekscie duzo pdzniej (Str. 43).

Str. 30 — Czy doktorantka uczesliczyta w badaniach biologicznych czy byty one wykonane
przez kogos z grupy Dr Katarzyny Malarz? Ta kwestia nie byta dla mnie jasno okreslona
w pracy.

Rys. 18 — Czy to sg zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego czy konfokalnego? Skala na
zdjeciach jest zupetnie niewidoczna, wielko$¢ paskéw odpowiadajgcych skali jest tez rozna,
cho¢ wydaje sie, ze zdjecia zostaty zarejestrowane dla tego samego powiekszenia. Po jakim
czasie od podania zwigzku te zdjecia byly rejestrowane? Jakie byly warunki tego
eksperymentu? Doktorantka powinna uzywaé skrétu godz. a nie h, skoro zdecydowata sie na
polski opis rysunkow i nafozenie obrazow a nie merge.

Ponadto, btedne jest stwierdzenie, ze zwigzek 6k gromadzi sie w btonie komdrkowej. Na
zaprezentowanych zdjeciach (Rys. 18) nie ma niestety wybarwionych bton komdrkowych, jest
natomiast silnie wybarwiona cytoplazma.

Rys. 20 — powinien by¢ znacznie lepiej opisany.

Str. 38 — “Postanowiono zsyntetyzowac” — kto w efekcie syntetyzowat te zwigzki? Ze wzgledu
na ztozonos¢ pracy, Doktorantka janso powinna okresli¢ jaki byt jej udziat w poszczegdinych
eksperymentach.

Str. 39 — jakich zwigzkéw dotyczy Rys. 19? Jakie zwigzki kryja sie pod poszczegdlinymi
oznaczeniami?

Str. 42 — H26 (proton pierscienia fenylowego) i H23 (proton wigzania iminowego) powinno byé
odwrotnie co potwierdza rysunek 26.

Str. 43 — Doktorantka podaje, ze widma absorpcji i emisji zmierzono dla rozpuszczalnikéw
0 roznej polarnosci, natomiast na Rys. 27 oraz Tabeli 4 sg tylko wyniki dla etanolu.
Zastanawiam sie gdzie sg pozostate i dlaczego nie zostaty uwzglednione w dyskus;ji?

Str 44 — Tabela 4, co bylo zwigzkiem referencyjnym w przypadku pomiaréw wydajnosci
kwantowej fluorescenc;ji?

Rys. 28 — podobnie jak wyzej na wykresach brakuje jednostki.

Str. 59 — o ile poprawne jest stwierdzenie w dyskusji, ze nie obserwowano cytotoksycznosci
dla stezenia na poziomie 25 uM, to napisanie w Tabeli IC5y > 25 uM nie jest wtasciwe.
Nalezato tutaj podaé wyznaczone w eksperymencie I1Cs, dla kazdego zwigzku. Jakim testem
mierzono cytotoksycznos¢? W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka wspomina test MTS.
Czy ten test byt uzywany réwniez w tym przypadku?

Str. 59 — ,warunki eksperymentu dobrano w sposéb zapewniajgcy najkrotszy mozliwy czas
inkubacji i pomiaru sygnatu, co zapewnia odpowiednie stezenie wprowadzonego barwnika”.
Czy Doktorantka mogtaby precyzyjniej wyjasnic to zdanie.

Str. 60 — co znaczy “znikome stezenie w lizosomach™?

Rys. 36 — jak wyzej brak jednostki na osi y.

Rys. 40 — wystepuje w pracy dwukrotnie (Str. 66 oraz 67), a Rys. 45 wystepuje w pracy przed
Rys. 44.

Str. 70 — zdjecia fluorescencyjne zbierane byly w réznych czasach, w tym przypadku po 2
godz, wczesniej po 1 godz. z czego to wynikato?
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e Str. 71 — Tabela 16 — uwaga ta sama jak w przypadku Tabeli 11. Ponadto, Doktorantka pisze,
ze inkubacja ze zwigzkami nie wptyneta na zywotnos¢ komorek, ale nie pisze po jakich
czasach ta zywotno$¢ byta oceniana. Co wiecej, Doktorantka podaje: wtasciwo$ci absorpcyjne
badanego zwigzku umozliwiaja wzbudzenie go przy uzyciu barwnika DAPI: Rozumiem, ze
chodzi tutaj, o mozliwos¢ wykorzystania tej samej diugosci fali do wzbudzenia badanego
zwigzku i DAPI. Nie mozna wzbudzi¢ zwigzku przy uzyciu DAPI.

e Str. 73, Rys. 44 — zdjecia mikroskopowe, czy to byly zdjecia zebrane przy pomocy mikroskopu
konfokalnego? W tym wypadku znowu podpis wskazuje na 2 godz. inkubacje, w tekscie byta
mowa o 1 godz.

e Str. 75 — jezeli barwnik 6s gromadzi sie zarowno w komodrkach rakowych jak i prawidtowych,
czy Doktorantka mogtaby skomentowaé czego mozemy spodziewaé sie w zwigzku z tym
wykorzystujac takie sondy w badaniach np. ex vivo w materiale tkankowym czy in vivo.

¢ Rys. 48 — brak odchylen standarowych.

e Rys. 52 — znaczace braki w opisie.

PODSUMOWANIE przedstawione przez Doktorantke jest merytoryczne i przekonywujgce.
METODYKA PACY w moim odczuciu ten dziat dysertacji powinien by¢ napisany bardziej szczegétowo
i zosta¢ rozbudowany. Aktualnie czytajagcy na podstawie przedstawionych w tym rozdziale informacji
nie jest w stanie odtworzy¢ metodyki przeprowadzonych eksperymentdow.

Niestety, duzym minusem jest catkowity brak opisu metodyki wykonania badan biologicznych, co
znacznie utrudnito czytanie pracy.

W rozprawie Doktorantka wykazata sie znajomoscig 109 POZYCJI LITERATUROWYCH, z ktorych 43
prace zostaty opublikowane przed 2010 r. W mojej opinii Doktorantka winna byta pokusi¢ sie o
dodanie pozyciji literaturowych, ktére przedstawiatyby aktualny (czyli z ostatnich 5 lat) status badan
prowadzonych w tej tematyce badwczej.

Przytoczone w niniejszej recenzji uwagi krytyczne i dyskusyjne nie podwazajg
w zadnej mierze duzej wartosci naukowej rozprawy i jej pozytywnej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze
uzyskane wyniki badan, majg duzg warto$¢ poznawczg jak i potencjalnie aplikacyjng. Na podkreslenie
zastuguje fakt, iz uzyskane wyniki badan prezenowane byty na konferencjach w kraju jak i za granica,
a czesc¢ z nich zostata opublikowana.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty stwierdzam, ze przedtoZzona do oceny rozprawa spetnia
ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym z p6zn. zm. W zwigzku z tym wnosze do Rady
Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Barbary
Czaplinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Gabriela Kramer-Marek, Dr. hab.
Team Leader, Preclinical Molecular Imaging



