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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Stepasiuk-Stanko

Pani mgr Agnieszka Stepasiuk-Stanko przedstawita do oceny Rozprawe zatytulowana:
. Fluorescencyjne analogi aminokwasow niebiatkowych z fragmentem tyrozyny — synteza,
charakterystyka fotofizyczna i ocena aktywnosci biologicznej” wykonang w Katedrze
Chemii Biomedycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka promotora
prof. dr hab. Wiestawa Wiczka i promotora pomocniczego dr.inz. Ireny Bylinskiej.

Autorka podjela sie realizacji ambitnego celu, jakim jest synteza kilkunastu nowych
aminokwasow niebialkowych z wykorzystaniem tyrozyny i zbadanie ich wlasnosci pod
katem potencjalnych zastosowan jako fluoroforéw w badaniach medycznych. Warto
podkreslié, ze réznorodne badania nad sama tyrozyna i jej pochodnymi byly z powodzeniem
zainicjowane na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego okoto 30 lat temu, przez
promotora tego doktoratu - profesora Wiestawa Wiczka.

Rozprawa sklada sie ze strony tytutowej, spisu tresci, streszczenia (w jezykach polskim i
angielskim) oraz glownych rozdziatéw zatytutowanych: Czesé¢ feoretyczna (I, 44 strony),
Cel pracy (11, 3 strony), Czes¢ doswiadczalna (111, 118 stron), Podsumowanie i wnioski (IV,
5 stron). Na koncu pracy znajdujemy wykazy: dorobku naukowego Doktorantki (V),
rysunkéw (VI, 190 opiséw), tabel (VII, 7 opisow) oraz 181 odnosnikow literaturowych
(VILI).

Rozdzial I moze budzié zastrzezenia ze wzgledu na nieuzasadnione uzycie przymiotnika
teoretyczna w tytule. Jest to bowiem dos¢ obszerny wstep (7 podrozdzialow) w ktérym
prezentacje modeli teoretycznych sg zdominowane przez opisy wynikow doswiadczalnych.
Pierwsze dwa podrozdzialy traktujg o spektroskopii fluorescencyjnej, w tym o diagramie
Jabtonskiego, przesunigciu Stokesa, spektroskopii rozdzielczej w czasie (czasy zycia
fluorescencji, mikroskopia fluorescencyjna z wykorzystaniem techniki FLIM). Podrozdzialy
3 1 4 dotyczg wplywu sSrodowiska na wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne
(solwatochromia, wplyw temperatury i lepkosci) a takze sposobow wygaszania
fluorescencji. Autorka wykorzystata tu w duzym stopniu (okoto 30 odniesien) Swietng
monografie Josepha R. Lakowicza Principles of Fluorescence Spectroscopy. Rozwazania
teoretyczne ilustruje odpowiednio dobranymi faktami doswiadczalnymi, jednak —w
pozostalych 3 podrozdzialach Czesci teoretycznej, traktujacych o znacznikach
fluorescencyjnych (tzw. zewnegtrznych oraz bazujacych na strukturze aminokwasow
biatkowych) oraz reakcji Sonogashiry-Hagihary, przedstawiono wylacznie wyniki
eksperymentow. Rozdzial 1, z zastrzezeniem co do nazwy, jest tym nie mniej dobrym
wprowadzeniem umozliwiajgcym zrozumienie wagi wyznaczonego celu pracy 1 sposobow
jego realizacji. W wielu miejscach tego wstepu, w szczegdlnosci na koncu str. 44, Autorka
pisze o poszukiwaniu nowych znakowanych fluorescencyjnie terapeutykow. Szkoda. ze nie
odnosi si¢ tutaj do waznej pracy z wlasnego dorobku publikacyjnego (na str.178),
traktujacej o nowych znakowanych izotiocyjanianach — zwiazkach o wlasnosciach
teranostycznych w zwalczaniu nowotwordw.

Autorka samodzielnie zsyntetyzowala 10 asymetrycznie podstawionych pochodnych
tyrozyny oraz 6 odpowiednich symetrycznie podstawionych zwigzkow. Dodatkowo
wykorzystala w badaniach 3 symetrycznie podstawione pochodne, ktérych syntezy



wykonano na Uniwersytecie Gdanskim w ramach pracy licencjackiej (Tyr(acPh)2) oraz
pracy magisterskiej (Tyr(acPh-4-CHO)2 i Tyr(acPh-O-Ph)2). W rezultacie Autorka mogta
porowna¢ wiasnosci dla 8 par pochodnych (asymetrycznie i odpowiednio symetrycznie
podstawionych). Szkoda, ze z poréwnania wypadly 2 pary: Tyr(acPir)/Tyr(acPir)2 oraz
Tyr(acPhacDMA)/Tyr(acPhacDMA)2. Synteza Tyr(acPir) zostala opisana w podrozdziale
2.3.4 wraz z potwierdzeniem identyfikacji analiza masowa. Zabraklo jednak uwagi. ze
otrzymana ilos¢ tego zwigzku nie byla wystarczajaca do badan nawet tak czulych jak
spektroskopia fluorescencyjna. Dowiadujemy si¢ o tym posrednio dopiero na str.136 przy
opisie fotostabilnosci. Nie jest tez jasne, dlaczego nie zsyntetyzowano Tyr(acPhacDMA)2
(w celu poréwnania z zsyntetyzowang asymetryczng pochodng Tyr(acPhacDMA)).
Spowodowato to zubozenie badan (o 2 pary) i utrudnito odpowiednie poréwnania wiasnosci
spektroskopowych.

Autorka dywersyfikowala cechy elektronowo-donorowe i elektronowo-akceptorowe
wprowadzanych podstawnikow, aby maksymalnie réznicowaé ich wpltyw na spektroskopie i
fotofizyke¢ pochodnych tyrozyny. Obszerne badania (pomiary widm absorpcji, fluorescencji
1 wzbudzenia fluorescencji, a takze pomiary wydajnosci kwantowej fluorescencji i czaséw
zycia) wykonano dla kilkunastu zwiazkéw rozpuszczajgc je w rozpuszczalnikach o
rozmaitych polarnosciach: acetonitrylu, metanolu, cykloheksanie i buforowanym roztworze
soli fizjologicznej (PBS). Takie podejscie dawato mozliwos$é oceny przydatnosci badanych
pochodnych jako fluoroforéw i wyboru sposréd nich zwiazkow najbardziej obiecujacych do
badan biologicznych. Biorgc pod uwage parametr jasnosci (wyrazony przez iloczyn
wspotczynnika ekstynkcji 1 wydajnosci kwantowej fluorescencji) stosowany do oceny
uzytecznosci zwigzku chemicznego jako chromoforu i fluoroforu, nalezy uznaé, ze Pani mgr
Agnieszka Stepasiuk-Stanko odniosta znaczgcy sukces. Kilka z uzyskanych nowych
pochodnych tyrozyny osiaga wartosci w przedziale 50 000 -100 000, poréwnywalne z
jasnos$cig komercyjnie dostepnych znacznikéw fluorescencyjnych, takich jak: BODIPY-FL
(86 000), fluoresceina (88 000) i rodamina 110 (68 000).

Niewatpliwie duzym wyzwaniem w realizacji zalozonego celu byly badania
fotostabilnosci, a takze ustalenie zalezno$ci absorpcji i emisji wybranych fluoroforow od
pH roztworéw wodnych oraz od obecno$ci reduktoréw i utleniaczy. Dla
wyselekcjonowanych czasteczek Doktorantka odnotowata bardzo korzystne wilasciwosci:
maly wplyw kwasowosci roztworu na widma, niewrazliwo$¢ na utleniacze i reduktory oraz
wysokg fotochemiczna odpornosé.

Prace wienczyly zaawansowane badania biologiczne. Autorka §ledzita wplyw obecnosci
asymetrycznie 1 symetrycznie podstawionych fluoroforéw na zywotno$¢ wybranych
ludzkich linii komoérkowych: keratynocytow (HaCaT) oraz komérek nowotworowych piersi
(MCF-7) i prostaty (PC-3). Wyniki sa obiecujgce. Dla wiekszosci asymetrycznie i
symetrycznie podstawionych pochodnych tyrozyny nie nastgpowala wyrazna zmiana
zywotnosci analizowanych komarek.

Z punktu widzenia znakowania tkanek wazne jest przenikanie potencjalnych markerow
poprzez blony komorkowe. W pracy podjeto takie badania dla komoérek MCF-7 i szesciu
pochodnych tyrozyny ( czterech podstawionych symetrycznie, dwoch asymetrycznie).
Doktorantka wykorzystala w tym celu konfokalny mikroskop fluorescencyjny z technika
FLIM. Tylko dla symetrycznie podstawionych pochodnych uzyskala obrazy swiadczace o
preferencyjnym gromadzeniu si¢ fluoryzujacych molekut w obszarze blon komoérkowych
MCF-7. Jak zaznaczyta, te wstepne wyniki wymagaja dalszego potwierdzenia.



W trakcie lektury odnotowatem stosunkowo mato btedow redaktorskich, literowek lub
niejasnych/niezrecznych sformutowan. Oto przyktady:

str.11, wiersz (w) 14 od gory (g)..George Stokes opisat zjawisko przesuniecia Stokesa!
str.18, wl od dotu (d)....podstawienie H2O przez D20....

str.24 w8g....(FRET) jest jedynym z procesow........

str.25 wSg....sprzezenie spin-orbital lub..........

str.40 wl10g.....przesunigcie Stokesa (do 62500 cm-1!1...........

str.46 w2g....prowadzi jq sig......

str.45-51 czgsto powtarzang nazwe: reakcja Sonogashiry-Hagihary...dobrze byloby
zastgpi¢ skrotem S-H

str.58 wog, w9g.....spektrometr Burker Daltonics.....

str.96 wlld ....pochodnej asymetrycznej zwierajqcej ......

rys.174-179 ....Przestawiono wartos¢ SEM .....

Zauwazone uchybienia sg drobne i nie wplywaja na moja oceng, ze wykonana praca
do$wiadczalna jest wartoSciowa i dobrze opisana w Rozprawie. Autorka przeprowadzila
kilkanascie syntez wykorzystujgc mechanizm reakcji Sonogashiry-Hagihary (natrafiajac
jednak czasami na trudnosci zwigzane z mata wydajnoscia). Dla kazdej pochodnej uzyskata
analize masowg i widmo NMR. Nastepnie, badania kilkunastu zwigzkéw w Kkilku
rozpuszczalnikach przetozyly si¢ na imponujgcy zbior danych spektroskopowych , ktéry
zostal udostepniony w formie starannych rysunkéw i czytelnych tabel. Dyskusja tych
wynikow — tj. widm absorpcji, fluorescencji i wzbudzenia fluorescencji, czasow zycia i
wydajnosci kwantowej fluorescencji acetylenowych pochodnych tyrozyny - jest
przekonujaca. Wreszcie, realizujgc trudne i czasochlonne badania oddzialywan pochodnych
tyrozyny z materialem biologicznym, Autorka zrealizowala w pelni cel swojego doktoratu
obejmujacy ,,projektowanie, synteze oraz badanie wilasciwosci nowych znacznikow
Sfluorescencyjnych zawierajgcych szkielet tyrozyny”

Podsumowujgc, uwazam, ze przedlozona do oceny dysertacja mgr Agnieszki Stepasiuk-
Stanko spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz.1571, z p6zn. zm.)
i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie
mgr Agnieszki Stepasiuk-Stanko do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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