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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jaqueline Stelli Araujo Badaro

The synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based fluorophores

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Jaqueline Stelli Araujo Badaro
zatytutowana The synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based
fluorophores miesci sie w dynamicznie rozwijajgcym sie nurcie badan, zmierzajgcych do
generowania oryginalnych sond fluorescencyjnych, skutecznych w badaniach opartych o
techniki bioobrazowanie. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Daniel Gryko.

Rozprawa prezentuje logiczny etap rozwoju tematyki badan, konsekwentnie
prowadzonych w zespole badawczym promotora. W swoich dtugofalowych zamierzeniach
prace zmierzajg do konstrukcji nowych i skutecznie dziatajacych sond fluoroscencyjnych.
W recenzowanej rozprawie doktorskiej uwaga doktorantki koncentrowata sie na konstrukcji
oryginalnych sond fluorescencyjnych opartych strukturalnie o indolizyne.

Rozprawe doktorskg Jaqueline Stella Araujo Badard stanowi zbi6r trzech
oryginalnych, wymienionych ponizej artykutéw naukowych'- oraz jednego artykutu

przegladowego,* poswieconego postepom w syntezie indolizyn:

(1) Badaro, J. S. A.; Koszarna, B.; Bousquet, M. H. E.; Ouelle’e, E. T.; Jacquemin, D.;
Gryko, D. T.
The Kréhnke synthesis of benzo[ajindolizines revisited: towards small, red light emiters
Org. Chem. Front. 2022, 9, 1861-1874.
doi.org/10.1039/D2Q0O00097K

(2) Badaro, J. S. A.; Wrzosek, A; Morawski, O.; Szewczyk, A; Deperasinska, I; Gryko, D. T.
Strongly fluorescent indolizine-based coumarin analogs
Org. Chem. Front., 2024, 11, 6627-6641,
doi.org/10.1039/D4Q001216J

(3) Badaro, J. S. A; Koszarna, B.; Perkowska, M.; Kandere-Grzybowska, K.; Kolygina, D. V.;
Morawski, O.; Park, J.; Grzybowski, B.; Deperasinska, |.; Gryko, D. T
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The Hybrid of Indolizine and Merocyanine - A New Class of Organelle-Specific Dyes
Angew. Chem. Int. Ed 2025, e202508044.
doi.org/10.1002/ange.202508044

(4) Badaro, J. S. A.; Godlewski, B.; Gryko, D. T
Advances in the synthesis of indolizines and their pexpanded analogues: update 2016-
2024,
Org. Chem. Front., 2025, 12, 2860-2907.
doi.org/10.1039/D4Q002082K

Do zbioru publikacji doktorantka dotgczyta merytoryczny opis, w ktorym precyzyjnie
przedstawita swoje osiggniecia naukowe, odpowiednio podkreslajgc elementy eksploracji, w
ktorych jej rola byta dominujgca. Trafnie odniosta sie takze do aktualnego stanu wiedzy w
obszarze syntezy indolizyn. Ten fragment opisu jest uzupetniony artykutem przeglgdowym,
wigczonym w skiad rozprawy.* Przeglad ten bardzo kompetentnie dokumentuje stan
aktualnych badan w obszarze syntezy indolizyn i jest dogtebnie udokumentowany 282
odnosnikami literaturowymi.

Po szczegotowej analizie przedstawionych publikacji, wprowadzenia, a takze
oswiadczeh mgr Jaqueline S. A. Badard oraz wszystkich wspétautoréw stwierdzam, ze wktad
doktorantki do prowadzonych badan jest jednoznacznie okreslony. Dotyczy to tak czesci
eksperymentalnej pracy jak i analizy wynikow badan, a takze ich finalnego przedstawienia w
formie publikacji. Z o$wiadczenia doktorantki wynika réwniez, Zze uczestniczyta ona w
formowaniu koncepcji prac badawczych.

Jej prace eksperymentalne skoncentrowaty sie na syntezie tak substratow jak i
finalnych zwigzkéw — potencjalnych sond fluorescencyjnych. Dokonata takze ich
profesjonalnej charakterystyki, zgodnie z wymaganiami klasycznej chemii organicznej. Te
ocene popieram mojg analizg danych, wrecz wzorcowo prezentowanych w materiatach
pomocniczych poszczegoélnych publikaciji. Analiza ta pozwolita takze doceni¢ ogrom wysitku
syntetycznego witozonego w realizacje projektu doktorskiego. Nalezy takze podkreslic, ze
trakcie realizacji rozprawy doktorantka uczestniczyta w pomiarach i analizie wynikow
eksperymentow, okreslajgcych wiasciwosci fotofizyczne nowych sond fluorescencyjnych.
Badata takze fotostabilno$¢ wybranych barwnikow.

Lista wspotautorow we wszystkich pracach jest bardzo dobrze uzasadniona
multidyscyplinarnym podej$ciem, tak koniecznym w eksploracji nowych i nietrywialnych sond
fluorescencyjnych. W kazdej publikacji nazwisko mgr. Jaqueline S.A. Badaro znajduje sie na
pierwszym miejscu listy autorow, co zwyczajowo podkresla jej liderujgcg role w realizaciji

prezentowanych badan.



W swoim wprowadzeniu doktorantka trafnie zwrdcita uwage na dynamiczny rozwoj
mikroskopii fluorescencyjnej jako skutecznego narzedzia, stuzacego do obrazowanie zywych
komoérek. Metoda umozliwia badanie proceséw komorkowych wykorzystujgc znaczniki
fluorescencyjne. Stosowane powszechnie barwniki fluorescencyjne — takie jak rodaminy,
kumaryny, fluoresceiny, cyjaniny czy BODIPY — pomimo swoich rozlicznych zalet — nie
spetniajg idealnie wielu wymaganh narzucanych przez nature prowadzonych badan , m.in. pod
wzgledem fotostabilno$ci, znacznego przesuniecia Stokesa, wysokiej wydajnosci kwantowej
(szczegolnie w zakresie NIR) oraz przenikalnosci molekut przez btone komdrkowa.

Jaqueline S.A. Badard stwierdzita, ze indolizyny, niewielkie, bogate w elektrony
aromatyczne heterocykle stanowig alternatywng platforme do projektowania barwnikow
fluorescencyjnych o korzystnych wiasciwosciach fotofizycznych. Doktorantka dokonata analizy
dotychczasowych ograniczeh zwigzanych z ewentualnym stosowaniem sond indolizynowych,
jakimi sa:

e ograniczenia fotofizyczne (absorbcja i emisja swiatto w niebieskim obszarze widma

UV-Vis, zbyt niskie wydajnosci kwantowe)

e stabilno$s¢ chemiczna (wysoka reaktywnos$¢ obnizajgca stabilnos¢ w sSrodowisku
biologicznym)
o dostepnos¢ syntetyczna i mozliwosci modyfikacji (stabo rozwinieta chemia
syntetyczna).
Podstawowym celem rozprawy doktorskiej, jednoznacznie okreslonym przez doktorantke, jest
pogtebienie wiedzy dotyczgcej indolizyn o rozszerzonym uktadzie sprzezonych wigzan m. W
sposob oczywisty nowe zwigzki traktowane byty jako potencjalne sondy fluorescencyjne w
bioobrazowaniu. Wprowadzone modyfikacje minimalizowaé muszg wymienione powyzej
ograniczenia.

W mojej ocenie zaproponowane cele badawcze rozprawy doktorskiej mgr. Jaqueline
Stella Araujo Badard sg ambitne i niewatpliwie charakteryzujg sie wyraznie wysokim stopniem
trudnosci. Sprowadzi¢ je mozna do trzech zasadniczych nurtow badawczych :

Specyficzne cele rozprawy to:
1. Synteza 1-rozszerzonych indolizyn poprzez udoskonalenie istniejgcych metod syntezy

i opracowanie nowych sciezek syntetycznych dla dwoch klas  zwigzkow:

benzol[alindolizyn (optymalizacja metodologii Kréhnkego) oraz pyrano[2,3-b]indolizyn

(optymalizacja metodologii Kakehiego).

2. .Opracowanie nowej klasy barwnikéw polimetinowych zawierajgcych indolizyne jako
donor elektrondw, zastepujgc klasyczng grupe dialkilaminowg, obecng w strukturach

typu merocyjanin.



3. Przeprowadzenie kompleksowych badan wiasciwosci absorpcyjnych, emisyjnych i

stabilnosci benzo[a]indolizyn, pyrano[2,3-blindolizyn oraz indolizyno-merocyjanin.

Zakres badan obejmowat zaréwno udoskonalanie istniejgcych sSciezek syntezy
znanych rdzeni indolizynowych, jak i opracowanie nowych strategii syntetycznych,
prowadzgcych do oryginalnych motywow strukturalnych. Szczegdlny nacisk potozono na
racjonalizacje wptywu doboru podstawnikdw na wiasciwosci fotofizyczne otrzymywanych
zwigzkow. Takie podejscie umozliwito identyfikacje struktur o szczegdlnie obiecujgcych
wiasciwosciach, istotnych dla dalszych zastosowan biologicznych. Przedstawione wyniki
stanowig istotny wkiad w rozwdj chemii indolizyn oraz w projektowanie nowych sond
fluorescencyjnych dla celéw bioobrazowania

Kryterium sukcesu podjetych badan jest oczywiste. Zaprojektowane pochodne
indolizyn winny wykazywac¢ pozadane wiasciwosci fluorescencyjne, W tej ewaluaciji istotne jest
takze wykazanie mozliwosci skutecznego uzycia otrzymanych sond fluorescencyjnych jako
barwnikow w bioobrazowaniu

Jak nalezato oczekiwac, istotg powodzenia w tak zarysowanym temacie badawczym
jest dobre opanowanie metod syntetycznych w bardzo wymagajgcej syntezie organicznej.
Moge z przekonaniem stwierdzic, biorgc pod uwage jakosc¢ i rozmiar zrealizowanego projektu,
iz mgr Jaqueline S. A. Badaro sprostata trudnosciom w postawionych jej zadaniach. W tym
kontekscie nalezy podkresli¢c wage gtéwnego osiggniecia metodologicznego doktorantki.

Mianowicie trzeci projekt syntetyczny doprowadzit do odkrycia zupetnie nowej klasy
fluoroforéw indolizyno-merocyjanin (IndMers). Swojg oryginalnoscig zdecydowanie wykraczat
poza, bardzo wartosciowe dla dziedziny, udoskonalanie i rozwijanie metod Kréhnkego czy
Kakehiego, a eksplorowane w dwoch pierwszych zadaniach syntetycznych Mianowicie z
sukcesem zastosowano tandemowg reakcje : alkilacji Friedla—Craftsa oraz
wewnatrzczgsteczkowej nukleofilowej substytucji aromatycznej. Zostata ona uprzednio
odkryta dla reakcji z 2,3,5,6-tetrafluoro-4-hydroksybenzaldehydem z aminofenolami (D.T.
Gryko and co-workers, Chem. Eur. J. 2023, 29, €202300979). Modyfikacja polegta na
wprowadzeniu 2-hydroxyindolizyny zamiast pochodnej benzenu jako nukleofilowego partnera
sprzegania.

Naturalng konsekwencjg rozwoju metod syntezy, zmierzajgcych do generowania
nowych sond fluorescencyjnych, jest dobrze zaplanowana eksploracja ich witasciwosci
fizykochemicznych. Kolejny etap badan dotyczyt prac nad ich zastosowaniami. Niewatpliwie w
tym nurcie poszukiwan mgr Jaqueline S. A. Badaro uzyskata wyniki istotne z punktu widzenia
wykorzystania sond fluorescencyjnych Dla szeregu otrzymanych pochodnych doktorantka
przeprowadzita badania fotofizycznedokumentujgc wptyw podstawnikbw na widma

absorpcyjne oraz emisje fluorescencyjng Wplyw modyfikacji na widma emisyjne jest



zilustrowany we wprowadzeniu odpowiednio opracowanymi rysunkami dla benzo[a]indolizyn
(Rysunek 4), pirano[blindolizyn (Rysunek 6) oraz wybranych przedstawicieli IndMerow
(Rysunek 9), a nastepnie uzupetnione zestawieniem zbiorczym dla wszystkich
wprowadzonych barwnikéw (Rysunek 10). Na rysunkach tych zestawiono potozenia pasm
emisji fluorescencyjnej dla wybranych pochodnych w zestawieniu z ich wzorami strukturalnym.

Mojg uwage zwrdcita rowniez linia badawcza, w ktérej wykorzystano odpowiednio
wyselekcjonowane pochodne jako barwniki bioobrazowania. Oczywiscie realizacja tych
ambitnych i technicznie zaawansowanych celéw badawczych byta mozliwa dzieki Scistej
wspétpracy z innymi grupami naukowymi, ktérych ekspertyza obejmuje badania fluorescenc;ji
oraz bioobrazowanie.

W zastosowaniach biologicznych z uzyciem mikroskopii konfokalnej, prowadzonych na
komorkach widkniakomigsaka (fibrosarcoma), wykazano, ze barwniki wykazujg zroznicowang
lokalizacje w organellach komorkowych?:

o obojetne i dodatnio natadowane indolizyno-merocyjaniny lokalizujg sie w lizosomach
e dodatnio natadowany barwnik typu indolizyno-cyjanyny akumuluje sie w mitochondriach
¢ barwnik kumarynowo-merocyjaninowy lokalizuje sie w mitochondriach lub jgderkach

bogatych w RNA, zaleznie od warunkéw komorkowych

W tym nurcie badan szczegolne nadzieje nalezy wigzac z hybrydg indolizyny i merocyjaniny

1, ktéra charakteryzuje sie  wyjgtkowo  korzystnymi
wiasciwosciami, w  tym emisjg w  zakresie NIR,
rozpuszczalno$cig w wodzie, wysokg przenikalnoscia do

komodrek HT1080 (fibrosarcoma) oraz MRC5 (normalne ludzkie

fibroblasty ptucne), a takze zalezng od otoczenia akumulacjg w
Hybryda
indolizyny i merocyjaniny

mitochondriach i jgderkach bogatych w RNA (w poréwnaniu
odpowiednio z MitoTracker™ Green FM i SYTO RNASelect™).

W moim odczuciu ten znakomity wynik determinuje wartos¢ catej rozprawy.

Wiasciwosci te czynig nowg rodzine barwnikdw obiecujgcymi narzedziami do obrazowania
komdrkowego, o silnej emisji i requlowanej lokalizacji.

Powyzsza, wysoka ocena czesci merytorycznej rozprawy, stanowi dobry punkt
wyjscia dla komentarzy. W trakcie obrony oczekuje od doktorantki wyjasnien, dotyczgcych
zagadnien przedstawionych ponize;.

1.
Obliczenia metodami DFT (np. publikacja 2 Org. Chem. Front., 2024, 11, 6627-6641, ESI
Table S2) wykazaly zadowalajgce korelacje miedzy obliczonymi i eksperymentalnymi

potozeniami pasm emisji fluorescencyjnej. W zwigzku z tym, pojawia sie mozliwosé



poprzedzenia syntezy obliczeniami dla szczegdlnego typu modyfikacji o teoretycznie
optymalnych wtasciwosciach emisyjnych hipotetycznej molekuty. Czy rozwazano takg opcje?
2,

Badania fotostabilnosci (np. Angew. Chem. Int. Ed 2025, e202508044, Figure 4) prowadzone
byly przy naswietlaniu nieselektywnym (lampa ksenonowa) przez arbitralnie wybranym
czasem naswietlania. [(,To assess the photostability of compounds 3eMe, and 5 in aqueous
medium, their solutions were irradiated with a Xe lamp for approximately 2 h, while monitoring
the absorption maxima over time” (Figure 4 and Figure S4)].

Badania z uzyciem mikroskopu konfokalnego prowadzone byty przy scisle dobranej dtugosci
fali naswietlania. Czy rozwazano prowadzenia fotostabilnosci z odtworzeniem warunkéw
zblizonych do generowanych pod mikroskopem. [(SI®, S58 ,To assess the photostability of
dye 5, cells were continuously irradiated with a 638 nm diode laser (15 % of 28 mW) for 5
minutes at 1024 x 1024 resolution, no line averaging, 2.4 us dwell time, and 1 frame every 8
seconds)” ]

Mozna zasugerowa¢ przeprowadzenie badan fotostabilnosci z  wykorzystaniem
monochromatycznego zrédta promieniowania (np. 638 nm). Eksperyment mozna realizowac¢
bezposrednio w w probowce 'H NMR, monitorujgc postep reakcji za pomocg techniki '"H NMR
i wykonujgc pomiary w krotkich, regularnych odstepach czasu. Takie podejScie umozliwia
potencjalng identyfikacje produktdw pojawiajgcych sie na najwczesniejszych etapach

degradacji barwnika.

Komentarze redakcyjne
Drobne uwagi — Wprowadzenie do rozprawy
e Schemat 5:
nalezy odwréci¢ zmieni¢ zwrot strzatek w reakcji protonowania -deprotonowania
e Schematy 23, 24:
Podstawnik w pozycji 2 soli pirydyniowej powinien by homologiem -R (-CH2-R) by

sekwencja reakgji byta prawidtowa.

Powyzsze uwagi, wynikajgce z jednej strony z moich zainteresowan naukowych, a z
drugiej strony z moich obowigzkoéw recenzenta, nie wptywajg w zadnym stopniu na moja

bardzo wysokg ocene merytoryczng rozprawy doktorskiej.

Recenzowang rozprawe doktorskg mgr Jaqueline Stelli Araujo Badaro, zatytutowang The
synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based fluorophores oceniam
bardzo wysoko. Rozprawa prezentuje interesujacy i bardzo bogaty materiat doswiadczalny,

dotyczacy sond fluorescencyjnych z wbudowany fragmentem indolizynowym. Szczegdine



uznanie budzg przedstawione w rozprawie aspekty syntetyczne zrealizowane z duzg
starannoscig i kreatywnoscig. Doceniam réwniez konsekwentne dgzenie doktorantki do
opracowania sondy fluorescencyjnej o optymalnych wilasciwosciach uzytkowych.
Niewatpliwie na wysokg ocene wplynat fakt, ze systematyczny wysitek syntetyczny
doprowadzit do odkrycia nowej klasy fluoroforow nazwanych przez doktorantke indolizyno-
merocyjaninami (IndMers). Co wazniejsze, wykazano, ze dzialajg one skutecznie jako

znaczniki fluorescencyjne w bioobrazowaniu

Rozprawa spetnia wszystkie wymagania tak ustawowe (z art. 190 ust. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz 85 z pozn. zm).jak
i wynikajgce z zasad postepowania w sprawie nadawania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Organicznej PAN (Uchwata Rady Naukowej IChO PAN nr 224RN/07 dn. 3 marca 2023 rr.),).
W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie jej autorki, mgr Jaqueline Stelli Araujo Badard do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z racji wysokiej rangi wynikow naukowych prezentowanych w rozprawie,

udokumentowanych publikacjami w znaczacych czasopismach naukowych, wnosze o jej

/. Gyt

Prof. dr hab. Lechostgw Latos-Grazynski

wyrdznienie.
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Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
mgr Jaqueline Stelli Araujo Badaro

The synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based fluorophores

Wnosze o wyrdznienia rozprawy doktorskiej Jaqueline Stelli Araujo Badard
zatytutowanej The synthesis and photophysical properies of novel indolizine-based
fluorophores

Rozprawa ta przedstawia wyjatkowo oryginalne i wysokiej jakosci wyniki
naukowe, w tym odkrycie nowej klasy fluoroforow — indolizyno-merocjanin (IndMers).
Opracowana przez doktorantke strategia syntetyczna, oparta na tandemowej reakcji alkilacji
Friedla—Craftsa i wewnatrzczgsteczkowej substytucji nukleofilowej, stanowi znaczacy wkitad
w rozwoj chemii barwnikéw fluorescencyjnych.

Doktorantka wykazata rowniez, Zze opracowane zwigzki znajdujg praktyczne
zastosowanie w bioobrazowaniu komoérek. W tym nurcie badan szczegélne nadzieje nalezy
wigzac z hybrydg inindolizyny i merocyjaniny, ktéra charakteryzuje sie wyjgtkowo korzystnymi
wiasciwosciami, w tym emisjg w zakresie NIR, rozpuszczalnoscia w wodzie, wysokg
przenikalnoscig do komérek HT1080 (fibrosarcoma) oraz MRC5 (normalne ludzkie fibroblasty
ptucne), a takze zalezng od otoczenia akumulacjg w mitochondriach i jgderkach bogatych w
RNA (w poréwnaniu odpowiednio z MitoTracker™ Green FM i SYTO RNASelect™).

Osiggniecia te stanowig istotny wktad w rozwdj dziedziny, obejmujac projektowanie i
synteze innowacyjnych struktur, ich wszechstronng charakterystyke fotofizyczng oraz
zaawansowane badania biologiczne, realizowane w ramach szerokiej wspétpracy
miedzyzespotowe;j.

Wyniki zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych (Org.
Chem. Front; Angew. Chem. Int. Ed.), co dodatkowo podkre$la ich range.

Majgc na uwadze wysokg wartos¢ merytoryczng, znaczgcy wktad oryginalny oraz doniostos¢

uzyskanych wynikéw naukowych, zawartych w rozprawie doktorskiej mgr Jaqueline Stelli
Araujo Badaro, wnosze o uhonorowanie jej wyrdznieniem.
ﬂl L

Prof. dr hab Lechostay Latos-Grazyhski
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