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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Koprowskiej
zatytutowane;:
Nowe metody znakowania zwigzkéw o znaczeniu biologicznym znacznikami
fluorescencyjnymi i metalokarbonylowymi
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Bogny Rudolf, prof. UL i dr hab. Anny Wrony-

Piotrowicz, prof. Ut (opiekun pomocniczy)

Tematyka rozprawy doktorskiej wpisuje sie w jeden z najbardziej dynamicznie
rozwijajgcych sie obszaréw wspétczesnej chemii — chemie bioortogonalng
i biokoniugacje, $ci$le powigzane z rozwojem nowoczesnych metod bioobrazowania.
Projektowanie selektywnych znacznikow umozliwiajgcych nieinwazyjne $ledzenie
procesow biologicznych na poziomie molekularnym ma kluczowe znaczenie dia rozwoju
diagnostyki molekularnej, terapii celowanych oraz obrazowania komoérkowego. Autorka
podjgta ambitne i aktualne zagadnienie polegajace na opracowaniu dwoéch klas
znacznikéw — fluorescencyjnych oraz metalokarbonylowych mozliwych do detekcji za
pomocy spektroskopii w podczerwieni, kontynuujac i rozwijajgc kierunek badan od wielu
lat realizowanych w Katedrze Chemii Organicznej Uniwersytetu tédzkiego.
Zastosowanie pochodnych (di)bromomaleimidu do selektywnej modyfikacji reszt
cysteinowych oraz rebridgingu mostkow dwusiarczkowych, stanowi nowoczesne
podejscie o duzym potencjale aplikacyjnym,  znajdujace  zastosowanie
we fluorescencyjnym znakowaniu biatek, projektowaniu terapeutycznych koniugatow
biatkowych oraz w tworzeniu zaawansowanych narzedzi diagnostycznych. Tematyke
rozprawy nalezy zatem uzna¢ za oryginalna, aktualng i istotng z punktu widzenia

wspdtczesnych badan nad modyfikacjg zwiazkéw o znaczeniu biologicznym.
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Praca doktorska ma uktad klasyczny, podzielona zostata na cztery zasadnicze
czesci: Czesc literaturowg, Czesc badawcza, Podsumowanie i Czesc eksperymentalna.
Praca liczy razem z bibliografig (159 odno$nikéw) i szczegbotowym opisem dorobku
naukowego Doktorantki 191 stron.

Na wstepie Doktorantka wyjasnia motywacje podjecia badan i jasno formutuje cel
rozprawy, ktory obejmowat:

- opracowanie nowych strategii znakowania biomolekut z wykorzystaniem pochodnych
maleimidu i ich analogéw metalokarbonylowych,

- synteze nowych znacznikéw fluorescencyjnych zdolnych do reakcji bioortogonalnych
typu ,click”, ktore w swej strukturze zawierajg pierscien pirenu (fluorofor odpowiedzialny
za wiasciwosci fotofizyczne) potaczony tacznikiem z uktadem cyklooktynowym

- synteze pochodnych maleimidu zawierajgcych pierécien pirenu, jako potencjalnych
fluorescencyjnych znacznikéw bioczasteczek

- charakterystyke wiasciwosci fizykochemicznych i fotofizycznych  otrzymanych
zwigzkow,

- probe detekcji otrzymanych biokoniugatow przy pomocy nieinwazyjnych metod
spektroskopowych: spektroskopii IR oraz spektroskopii emisyjnej.

Czesc literaturowa liczgca 54 strony, zostata podzielona na trzy gtéwne

podrozdziaty: Wybrane metody znakowania bioczgsteczek, Bioobrazowanie, oraz
Wybrane znaczniki czgsteczek biologicznie aktywnych.
W pierwszym podrozdziale czesci literaturowej Doktorantka omawia aktualny stan
wiedzy dotyczacy metod znakowania bioczasteczek, ze szczegolnym uwzglednieniem
biokoniugacji oraz reakcji bioortogonalnych, jako kluczowych narzedzi nowoczesnej
chemii biomedycznej. Autorka prezentuje charakterystyke mechanizméw biokoniugaciji,
ze szczegolnym naciskiem na modyfikacje ukierunkowane na reszty cysteiny. Wykazuje
przy tym dobra orientacije w literaturze, przywotujgc klasyczne oraz najnowsze przyktady
zastosowan metod typu stapling i rebridging, wraz z ich ograniczeniami i zaletami.
Istotng czes¢ rozdziatu stanowi omoéwienie chemii bioortogonalnej, w tym reakgji typu
,click” z uwzglednieniem kryteriow bioortogonalnoéci, kinetyki reakcji oraz przydatnosci
do zastosowan in vitro i in vivo.

W  kolejnym podrozdziale Autorka omawia bioobrazowanie jako jedna
z kluczowych technik badania uktadow biologicznych, ukazujac jej role w badaniach
podstawowych i klinicznych, zwtaszcza w kontekscie diagnostyki i monitorowania choréb

nowotworowych, podkreslajgc przy tym znaczenie technik fluorescencyjnych.
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Rozdziat trzeci czesci literaturowej prezentuje wybrane klasy znacznikéw
biologicznie aktywnych czasteczek, istotnych dla realizowanych przez Autorke badan,
obejmujace pochodne maleimidu, kompleksy metaloorganiczne oraz pochodne pirenu.
Omowiono ich reaktywno$¢ chemiczna, mechanizmy znakowania biomolekut
(szczegolnie reszt cysteinowych) oraz potencjat aplikacyjny w biokoniugacji, terapii
I bioobrazowaniu. Rozdziat zamyka szczegétowy przeglad pochodnych pirenu jako
fluoroforéw, obejmujgcy ich wiasciwosci fotofizyczne i szerokie zastosowanie
w biodetekcji i obrazowaniu uktadéw biologicznych.

Cata Czesc¢ literaturowa jest dobrze ustrukturyzowana, bogato udokumentowana
literaturowo i jasno prezentuje naukowy kontekst oraz motywacje do dalszych badan
wiasnych, stanowigc solidng podstawe teoretyczng dla czesci eksperymentalngj
rozprawy doktorskiej.

Gtownym elementem dysertacji sg rozdziaty dokumentujace przebieg i wyniki
badan witasnych, zawarte w Czesci badawczej, ktére pokazujg logiczne nastepstwo
kolejnych etap6w prac i $wiadcza o dojrzatosci naukowej Autorki. W pierwszym rozdziale
Doktorantka opisuje badania, w ktorych wykorzystata pochodne bromo-,
dibromomaleimidu oraz ich metalokarbonylowe analogi w reakcjach substytucji atomu
boru przez grupy tiolowe biologicznie aktywnych zwigzkow modelowych (Cys, Gluc).
Uzyskata w ten sposéb szereg nowych tiomaleimidéw: TM-Cys, DTM-Cys, DTM-Gluc,
Fp-TM-Cys, Fp-DTM-Cys, Fp-DTM-Gluc, oraz pochodna sukcynimidowg Fp-DTS- Cys
poprzez substytucje i addycje grupy tiolowej do wiazania podwdjnego maleimidu.
Wykazata, ze obecno$¢ metalokarbonylowych podstawnikéw odpowiada za brak emisji
badanych zwigzkéw, ale poprzez traktowanie $wiattem widzialnym, mozna usungé
fragment metalokarbonylowy i przeprowadzi¢ je w emisyjne analogi. Dodatkowo
fotodegradacji fragmentu metalokarbonylowego towarzyszy¢ moze uwalnianie CO,
czego nalezy sie spodziewa¢ na podstawie wcze$niejszych badar przeprowadzonych
w Katedrze Chemii Organicznej Ut. Stad zsyntezowane zwiazki Fp-TM-Cys, Fp-DTM-
Cys i Fp-DTM-Gluc mogg by¢ przyktadem tzw. ,photo-CORMSs” czyli czgsteczek
uwalniajacych tlenek wegla (CO) pod wptywem $wiatta w sposob kontrolowany czasowo
i przestrzennie.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka zamienita zwigzki modelowe na biatka:
lizozym i insuling bydleca, uzyskujac przez wbudowanie fragmentu maleimidu badz
sukcynimidu w mostek  dwusiarczkowy (rebridging), szereg biokoniugatow.
Przeprowadzita podobne badania jak w przypadku wczesniej otrzyma nych pochodnych,

uzyskujac te same obserwacje dotyczace wplywu fragmentu metalokarbonylowego na
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wiasciwosci emisyjne biokoniugatéw i jego wrazliwosci na $wiatto. Podobnie jak
w przypadku wczesniej otrzymanych pochodnych (DTM-Cys, DTM-Gluc) otrzymane
biokoniugaty zawierajace fragment ditiomaleimidu (DTM-Ins, DTM-Liz) wykazywaty
wiasciwosci  fluorescencyjne. Natomiast, wbudowanie maleimidowej pochodnej
metalokarbonylowej w mostek dwusiarczkowy biomolekut otwiera droge do detekgji
biokoniugatéw Fp-TM-Ins, Fp-DTM-Ins oraz Fp-DTM-Liz poprzez spektroskopie
w podczerwieni, dzieki obecnosci liganéw CO.

Nastgpnie ~Autorka przeprowadzita badania aktywnosci biologicznej
zsyntezowanych pochodnych (DBM, Fp-DBM, Fp-BM, DTM-Cys, DTM-Gluc, Fp-DTM-
Cys, Fp-DTM-Gluc), z ktdrych wynika, ze pochodne metalokarbonylowe, wykazujg
aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do komérek raka piersi MDA-MB-231, podczas
gdy ich analogi bez fragmentu metalokarbonylowego nie byty toksyczne. Wplyw grupy
Fp na stabilnos¢ i aktywno$¢ biologiczng ditiomaleimidéw wydaje sie ciekawy, ale jak
zaznacza Autorka, mechanizm jej dziatania nie jest oczywisty i wymaga dalszych badarn.
Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, sugerujg, ze zwigzki zawierajace
fragment metalokarbonylowy tatwiej przedostajg sig do wnetrza komaérki niz ich
organiczne analogi. Pokazaty tez, ze odtaczenie czeéci metalokarbonylowej nie musi by¢
aktywowane $wiattem. Na szczegélne podkreslenie zastuguje uzyskanie nowatorskich
znacznikow- taczacych mozliwosé detekcji IR i fluorescencyjnej w jednym uktadzie
chemicznym. Wage tego osiagniecia podkre$la fakt ze wyniki opublikowano
w czasopismie naukowym Dalton Transactions (2025).

W ramach pracy doktorskiej Pani mgr Koprowska syntezowata réwniez nowe
znaczniki fluorescencyjne oparte na uktadzie piren-linker-cyklooktyn (Py-ester-BCN,
Py-eter-BCN, Py-N-BCN). Przeprowadzita ich skrupulatng analize fotofizyczna
w roztworze i ciele statym, z ktdrej miedzy innymi wynika, ze tacznik pomiedzy pirenem,
a cyklooktynem ma ogromny wptyw na wiasciwosci fluorescencyjne badanych
zwiazkow, co jest cenng informacja w projektowaniu tego typu znacznikow.
Zsyntezowane zwigzki poddata badaniom biologicznym, ktére ujawnity, ze wszystkie
pochodne nie wykazujg cytotoksycznosci wobec komorek nowotworu piersi (MDA-MB-
231) jak i komorek prawidtowych BJ, co jest obiecujace w $wietle potencjalnych
zastosowan farmakologicznych. Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej
pokazaty, ze znaczniki zabarwiajg btony komérkowe w cytoplazmie, szczegodlnie w
okolicy jadra komérkowego, czyli w obszarze bogatym w retikulum endoplazmatyczne.
Ze wzgledu na najciekawsze wiasciwosci luminescencyjne, autorka wybrata Py-ester-

BCN, jako zwigzek modelowy do znakowania poprzez reakcje bioortogonalne prostych
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zwigzkéw biologicznie aktywnych zawierajacych grupy SH, leku jak i skomplikowanego
uktadu jakim jest biatko HSA (albumina surowicy ludzkiej). Wszystkie otrzymane
biokoniugaty wykazywaty silne wtasciwosci fluorescencyjne, potwierdzone pomiarami
fotofizycznymi, co sugeruje, ze opracowane znaczniki mogg znalez¢ zastosowanie
praktyczne. Eksperyment wykonany dla biatka HSA pokazat ze postep reakcji
znakowania mozna $ledzi¢ poprzez zmiane emisji znacznika: z zielonej pochodzacej od
ekscymerdw pirenu do niebieskiej typowej dla monomerow pirenu. To wskazuje, ze tego
typu znacznik mozna wykorzysta¢ do nieinwazyjnego monitorowania procesow
zachodzacych w biatkach, ktore da sie skorelowaé z tworzeniem eksycmerow pirenu.

W ostatnim etapie pracy Doktorantka otrzymata pochodne maleimidu

zawierajgce uktad pirenowy, jednak ze wzgledu na brak emisji nie poddata ich badaniom
biologicznym.
Zaprezentowane w Cze$ci badawczej wyniki zostaty uzyskane we wspdtpracy z kilkoma
osrodkami naukowymi, co $wiadczy o umiejetnosci Doktorantki efektywnej pracy
w zespotach interdyscyplinamych oraz nawigzywania wartosciowych kontaktow
naukowych. Wspbdtpraca ta umozliwita zastosowanie uzupetniajgcych sie metod
badawczych i dostgp do specjalistycznej aparatury, istotnie podnoszac poziom
merytoryczny uzyskanych rezultatow.

Najwazniejsze osiggniecia i najistotniejsze uzyskane wyniki Doktorantka
wymienia w zwieztym Podsumowaniu. Na koricu rozprawy znajduje sie Czesé
eksperymentalna, w ktdrej opisane zostaty stosowane metody analityczne oraz zebrane
opisy wszystkich przeprowadzonych syntez (tacznie 27).

Rozprawa jest napisana jasnym, precyzyjnym i na 0got poprawnym jezykiem
naukowym. Struktura pracy jest logiczna, a ilustracje i wykresy wspierajg tok narracji.
Wyniki sg spojne, poprawnie zinterpretowane, jednak moim zdaniem nie zawsze
wystarczajaco udokumentowane. Uwaga ta dotyczy gtéwnie widm w podczerwieni, ktore
w wielu miejscach nie zostaty pokazane, a czytajacy musi uwierzy¢, ze dane pasma
w nich wystepowaty badz nie. Dla przyktadu, na stronie 91 czytamy: ,Poczgtkowo dla
biokoniugatu w widmie IR obecne byly pasma drgan walencyjnych karbonylkow
pofgczonych z metalem (Rysunek 60). Po zakonczeniu eksperymentu i powtdérnym
zarejestrowaniu  widma IR produktu naswietlania pasma drgan walencyjnych
karbonylkow nie byty obecne w widmie co $wiadczy o degradacji fragmentu Fp.” Niestety
na rysunku 60 jest pokazane tylko widmo przed naswietlaniem. Mam wrazenie, ze
w niektorych miejscach brakuje informacji, w jakiej postaci byta probka, ktorg
poddawano badaniu i dla ktérej prezentowane sa uzyskane widma.

5
Katedra Fizyki Molekularnej

ul. Zeromskiego 114, 90-543 £4d7, budynek A34, IV pietro
tel.: 42 63132 05 - .
mail: w3k31@adm.p.lodz.pl % e O EC ! U ‘r

Adres do_korespondengji: i = university
ul. Zeromskiego 116, 90-924 tédz



Podczas lektury pracy nasuwajg sie pewne pytania, ktére sformutuje ponizej. Nie maja
one charakteru zarzutdw, wynikajg z zainteresowania poruszang tematyka i stanowig
zaproszenie do dalszej dyskusji naukowej podczas obrony.

1) Doktorantka pisze, ze w zaleznosci od czasu prowadzenia reakcji Fp-BM z Cys oraz
od uzytej ilodci rownowaznikéw Cys otrzymuje produkt monopodstawienia lub produkt
podstawienia i addycji do wigzania podwdjnego bedacy mieszaning diastereoizomerdw.
Ze schematu 26 wynika, ze oprocz czasu i ilosci Cys obie reakcje rozni tez uzyty
rozpuszczalnik, czy to tez moze mie¢ wplyw na produkt koncowy tej reakgji?

2) Dlaczego w opisie widma IR TM-Cys wymienione jest jedno pasmo drgania NH
(3312cm™) a w DTM-Cys sg dwa pasma przypisane do NH przy 3382 i 3344 cm™'?
Czy w obydwu przypadkach nie nalezatoby oczekiwaé dwéch pasm? (strony 68-70)

3) Jak nalezy interpretowa¢ widmo emisji DTM-Cys w acetornitrylu (rysunek 39), czy
zwigzek wykazuje podwdjng emisje? Jak to widmo ma sie do emisji obserwowanych
w innych pochodnych ditiomaleimidowych? Przy jakiej dtugosci fali wzbudzenia byto
rejestrowane?

4) W tekscie wskazano, ze biokoniugaty DTM-Ins oraz DTM-Liz wykazujg zottg
fluorescencje. Czy okreslenie to odnosi sie do emisji obserwowanej w ciele statym?
W roztworach buforowych zwigzki te wykazywaty bowiem odpowiednio emisje zielong
lub  niebieska, co zostato zilustrowane na zaprezentowanych  widmach
fluorescencyjnych.

5) Dlaczego po naswietlaniu Fp-DTM-Liz i usunieciu fragmentu metalokarbonylowego
obserwowana emisja nie jest identyczna jak ta dla DTM-Liz?

Pomimo, ze praca napisana jest starannie, Doktorantka nie ustrzegta sie
drobnych btedéw edytorskich, ktérych wybrane przyktady z obowigzku recenzenta
przytaczam ponize;j:

-Str. 53: Rysunek 25 - Warto rozwazyé niewielkie doprecyzowanie przedstawionego
diagramu  Jabtoriskiego, aby  uniknaé potencjalnych  niejednoznacznosci
interpretacyjnych.

-Str. 67, 83: grupa karbonylowa z potréjnym wigzaniem miedzy atomami Ci Q

-Str.71: ,Analiza upakowania czgsteczki w komorce elementarnej (Rysunek 37)" —
powinno by¢ Analiza upakowania czasteczek

-Str. 72: Rysunek 39- w tekscie informacja, ze jest to widmo DTM-Cys a w podpisie
DBM-Cys. Sformutowanie ,..w roztworze acetonitrylu” nie jest poprawne

-Str. 86: Rysunek 53- jest DCM zamiast DBM
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-Str. 75: Dla stereoizomeroéw Fp-DTS-Cys- jest informacja o widmie IR tylko dla formy
trans. Nie ma tez wzmianki o charakterystycznych drganiach NH- dlaczego?

-Str. 85: Niepoprawnie zacytowana praca, brak stron (Organometallics, 2021, 40)

-Str. 87: Tabela 3. Warto$ci Amax oraz molowego wspotczynnika ekstynkcji € dla
zsyntezowanych pochodnych- nie ma informacji w jakim rozpuszczalniku.

-W tabelach 5, 6,7 brak jednostki wspétczynnika ekstynkcji.

-Str. 96: Rysunek 66 -niepoprawna skala na osi Y.

Powyzsze uwagi i pytania majg charakter dyskusyjny i nie wplywajg na wysoka
oceng pracy. Przedstawione w rozprawie wyniki badar jak réwniez dorobek naukowy
Doktorantki obejmujgcy samodzielne kierowanie projektem badawczym, liczne staze
zagraniczne w renomowanych osrodkach naukowych, aktywny udziat w konferencjach
krajowych i miedzynarodowych, oraz wspotautorstwo w dwéch publikacjach w uznanych
czasopismach miedzynarodowych, jednoznacznie potwierdzajg jej dojrzatos¢ naukowa
oraz wysoki potencjat dalszego rozwoju badawczego.

Oryginalno$¢ zaproponowanych rozwiazan, w szczegolnosci integracja detekcji
IR i fluorescencyjnej oraz potwierdzony potencjat aplikacyjny otrzymanych zwigzkow
w bioobrazowaniu, pozwalajg uznaé rozprawe za warto$ciowy i istotny wktad do rozwoju
nowoczesnych metod bioznakowania. Dlatego, stwierdzam, ze rozprawa Pani mgr
Karoliny Koprowskiej spetnia wymagania formalne stawiane pracom doktorskim
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. i wnioskuje do Komisji Uniwersytetu
todzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne o dopuszczenie Pani

mgr Karoliny Koprowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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