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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Stepasiuk-Stariko
p.t. ,,Fluorescencyjne analogi aminokwasdw niebiatkowych z fragmentem tyrozyny - synteza,
charakterystyka fotofizyczna i ocena aktywnosci biologicznej”
wykonanej w Katedrze Chemii Biomedycznej
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Wiestawa Wiczka
i promotor pomocniczej: dr inz. Ireny Bylinskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w Katedrze Chemii
Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Celem pracy bylo zaprojektowanie, synteza z wykorzystaniem reakcji Sonogashiry-
Hagihary oraz okreslenie wtasciwosci otrzymanych, nowych znacznikéw fluorescencyjnych
zawierajgcych szkielet tyrozyny, w tym wstepna ocena znaczenia biologicznego
zsyntezowanych zwigzkdw poprzez charakterystyke ich oddziatywania z modelowymi btonami
lipidowymi, zdolnosci do przenikania do komérek oraz wptywu na zywotnos¢ komérek.

Rozprawa zostata przygotowana jako monografia i ma typowg dla prac
doswiadczalnych konstrukcje. Podane sg zatozenia i cel pracy, zastosowane metody badawcze,
szczegbtowo opisane wyniki doswiadczen, podsumowanie wynikéw i wnioski, streszczenia
pracy w jez. polskim i angielskim, spisy tabel, rycin, wykorzystanych skrétéw, spis
pi$miennictwa oraz dorobek naukowy. Rozprawe otwiera niezwykle rozbudowana cze$é
teoretyczna wprowadzajgca czytelnika w zagadnienia zwigzane ze zjawiskiem fluorescencji,

znacznikéw fluorescencyjnych i ich biologicznych zastosowan oraz przeprowadzania reakcji
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Sonogashiry-Hagihary. Moim zdaniem cze$¢ ta jest zbyt diuga i zawiera nadmiarowe
i powtdrzone informacje, np. na jednej stronie trzykrotnie powtdrzono definicje czasu zaniku
fluorescencji. Prositabym tez o wyjasnienie koniecznosci szczegdétowego opisu syntezy
Pery-DHTP-BZ-COP uzytego do detekcji jondw Pb(ll) i 2,4,6-trinitrofenolu. Czy zastosowano
tutaj np. modyfikacje reakcji Sonogashiry-Hagihary, ktéra bytaby uzyteczna w prowadzonych
w pracy syntezach?

Skoro podajemy szczegdtowe informacje dotyczace konkretnej syntezy lub uktadu
bytoby wskazane podkreslenie w jaki sposdéb informacje te sg uzyteczne dla czesci
doswiadczalnej. Zadaniem czesci teoretycznej jest wprowadzenie czytelnika w jak najlepsze
zrozumienie czesci doswiadczalnej.

Moim zdaniem celem pracy byfo okreslenie mozliwosci wykorzystania w badaniach
biomedycznych nowo zaprojektowanych i zsyntezowanych znacznikéw fluorescencyjnych
zawierajgcych szkielet tyrozyny. Podany cel, czyli ,projektowanie, synteza oraz badanie
wiasciwosci nowych znacznikdéw fluorescencyjnych zawierajgcych szkielet tyrozyny” nie
wskazuje po co to robimy, a Doktorantka w dalszej czesci rozdziatu ,,Cel pracy” pisze
o okresleniu potencjatu aplikacyjnego otrzymanych znacznikdw fluorescencyjnych. Uwazam
takze, ze ostatni akapit tego rozdziatu jest zbedny i zawiera powtdrzenie informacji
zamieszczonych juz wczesniej.

W czesci doswiadczalnej Doktorantka szczegétowo opisuje przeprowadzone syntezy
symetrycznych i asymetrycznych pochodnych tyrozyny oraz ich charakterystyke
spektroskopowq i biologiczng. Jestem pod wrazeniem ogromu pracy, jakg Doktorantka
wilozyta w realizacje przedstawionych w rozprawie badan. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje szeroki zakres badan biologicznych, ktéry s$wiadczy o interdyscyplinarnym
charakterze Jej pracy oraz o gotowosci do poszerzania wtasnych kompetencji i zainteresowan
badawczych.

Istotng wartoscig rozprawy jest réwniez aplikacyjny potencjat uzyskanych wynikow.
Mam nadzieje, Ze rezultaty przedstawione w rozprawie znajdg odzwierciedlenie
w publikacjach naukowych lub stang sie podstawg do opracowania rozwigzan o charakterze

patentowym.
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Na szczegdlne podkreslenie zastuguje przeprowadzona przez Doktorantke ocena
zachowania otrzymanych znacznikéw fluorescencyjnych w uktadach istotnych z punktu
widzenia chemii biomedycznej. Obejmowata ona zaréwno standardowa ocene
cytotoksycznosci z zastosowaniem testu MTT, jak i bardziej rozbudowane badania dotyczace
oddziatywania znacznikéw z btonami oraz ich przenikania do komérek. Test MTT, powszechnie
stosowany jako podstawowe narzedzie oceny cytotoksycznosci nowych zwigzkéw
rozwazanych pod katem potencjalnych zastosowan biologicznych lub medycznych, wykonano
dla wszystkich otrzymanych znacznikdw z wyjgtkiem dwodch zwigzkéw, ktérych niska
wydajnos¢ syntezy nie pozwolita na uzyskanie ilosci materiatu wystarczajacej do
przeprowadzenia badania.

Szczegdlnie wartosciowym elementem pracy sg natomiast badania z wykorzystaniem
liposoméw LUV i GUV jako modeli bton komérkowych. Pozwolity one oceni¢ zdolnos¢
otrzymanych znacznikdw do oddziatywania z warstwa lipidowg, przenikania przez modelowe
btony oraz ich stabilnos¢ w tych uktadach. Badania te zostaty nastepnie uzupetnione
eksperymentami na linii komérkowej MCF-7, umozliwiajgcymi ocene zdolnosci znacznikéw do
wnikania do komadrek. Zestawienie wynikdw uzyskanych w modelowych uktadach btonowych
z obserwacjami w rzeczywistym uktadzie komdrkowym stanowi cenne rozszerzenie
charakterystyki otrzymanych zwigzkéw. Takie wielopoziomowe podejscie, taczace
charakterystyke chemiczng i fotofizyczng z oceng zachowania badanych zwigzkéw w modelach
btonowych oraz w komdrkach, jest szczegdlnie adekwatne do problematyki chemii
biomedycznej i zwieksza znaczenie aplikacyjne przedstawionych wynikéw.

Pewien niedosyt pozostawia stosunkowo skromna dyskusja uzyskanych wynikéw.
Jest ona prowadzona w ramach rozdziatdw poswieconych wynikom i ich dyskusji, a catos¢
zostaje nastepnie ujeta w rozdziale ,Podsumowanie”. W mojej ocenie zabrakfo jednak
pogtebionej préby wyjasnienia obserwowanych zaleznosci oraz uzasadnienia, dlaczego do
badan wybrano wtasnie takie, a nie inne podstawniki.

Stwierdzenie, ze ,wydajnos¢ kwantowa asymetrycznych i symetrycznych pochodnych
jest zréznicowana i zalezna od uzytego podstawnika, jak i otoczenia pomiarowego”, jest

wprawdzie prawdziwe, ale samo w sobie ma charakter dos¢ oczywisty i nie wyjasnia przyczyn
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obserwowanych réznic. Warto bytoby podjac¢ probe powigzania witasciwosci fotofizycznych
otrzymanych zwigzkéw z ich budowg chemiczng, w szczegdlnosci z charakterem
elektronowym zastosowanych podstawnikéw, stopniem i rozlegtoscia sprzezenia m,
mozliwoscig delokalizacji elektronowej oraz efektami sterycznymi.

Interesujgce bytoby réowniez wyjasnienie obserwowanych rdéznic w zaleznosci od
srodowiska pomiarowego. Dlaczego dla zwigzku Tyr(acPh-O-Ph) w PBS obserwuje sie
najwieksze przesuniecie batochromowe w widmie absorpcji UV-Vis, podczas gdy w widmach
emisji fluorescencji najwieksze przesuniecie w kierunku dtuzszych fal obserwuje sie dla
Tyr(acPh-4-NO2) w metanolu, w poréwnaniu z BocTyrOMe, stanowigcym wyjsciowy ,szkielet”
poddawany modyfikacjom?

Pismiennictwo zostatlo dobrane odpowiednio do tematyki rozprawy, a wsrdd
cytowanych publikacji przewazajg prace oryginalne, co $wiadczy o ciekawosci naukowej
Doktorantki i Jej zainteresowaniu aktualnym stanem badan w tej dziedzinie.

Mam tez kilka uwag dotyczgcych sfery edytorskiej rozprawy.

W wykazie stosowanych skrotéw i symboli Doktorantka okresla sktad PBS podajac
koncowe stezenia jego sktadnikéow i dodaje ,stezenia przeliczone na 1 litr roztworu PBS”.
Stezenie nie zalezy od objetosci ani masy roztworu, wiec ta uwaga jest niepotrzebna, a wrecz
btedna poniewaz sugeruje, ze dla innej objetosci stezenia bedg inne.

W spisie literatury w duzej czesci cytowan brak nr stron lub ID artykutu. Podano tylko
rok i nr woluminu. Pozycja 149 i 154 to ten sam artykut przegladowy.

Moim zdaniem, niektére sformutowania w pracy sg niezbyt fortunne lub zastosowano
zargon laboratoryjny. Jest tez kilka literéwek. Kilka przyktadéw takich sformutowan:
,mimikowa¢ wifasciwosci fluoresceiny”, ,stezenie komorek”, ,makrofagéw zwigzanych
z przerzutami w przedklinicznym modelu przerzutéw do ptuc” — przerzutéw czego?

Wystepujg tez przestawienia liter, np. DNTB zamiast DTNB, Burker zamiast Bruker,
Dioses zamiast Diode, Hoest zamiast Hoechst, zapewne 33342, poniewaz dobrze przenika
przez btone komoérkowsa, ale nie podano konkretnej nazwy znacznika. Pojawia sie powszechna
»kalka” z jezyka angielskiego ,,wobec komorek zdrowych” - komérki moga byé prawidtowe, nie

zdrowe.
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Opisy metod nie zawsze sg wyczerpujgce. Podano w rozdziale 6.2, ze ,kuwety
wykorzystane do badania widm emisji przygotowatam poprzez pokrycie ich powierzchni BSA
(ang. Bovine Serum Albumin, 2 mg/ml)” i nic wiecej. Nie podano, czy sprawdzono, ze adsorpcja
BSA na powierzchni kuwety nie miata wptywu na uzyskane wyniki.

Na zdjeciach mikroskopowych brakuje podziatki (scale bar), ktéra powinna by¢ na
zdjeciu. Podanie w opisie tylko rozmiaru zdjecia nie jest wystarczajace.

Zwraca uwage rowniez fakt, ze czes¢ metodyczna zostata wyodrebniona w czesci
chemicznej, natomiast w czesci biologicznej opis metod zamieszczono w tym samym rozdziale
co wyniki i ich dyskusje. Taki uktad utrudnia lekture oraz jednoznaczne rozréznienie, czy w celu
uzyskania przedstawionych wynikdw zastosowano standardowe, powszechnie przyjete
metody, czy tez metody te zostaty przez Doktorantke zmodyfikowane, a opracowanie tych

modyfikacji stanowi réwniez istotny element i osiggniecie przedstawione w rozprawie.

Whniosek koncowy

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz potwierdza wiedze teoretyczng Kandydatki
w zakresie reprezentowanej dyscypliny naukowej.

Zastosowane metody badawcze umozliwity realizacje celu pracy. Uzyskane wyniki poszerzajg
wiedze w zakresie znacznikdw fluorescencyjnych bazujgcych na pochodnych tyrozyny
z potencjatem aplikacyjnym w naukach biologicznych i medycznych.

Przedstawione w recenzji uwagi nie wptywajg na mojg ogdlng pozytywng ocene rozprawy.
Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Agnieszki Stepasiuk-Starko spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Agnieszki Stepasiuk-Stanko
do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk

Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.
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