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Recenzja rozprawy doktorskiej M.Sc. Jaqueline Araujo Badaro
pt. ,,The synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based fluorophores”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Instytucie Chemii
Organicznej Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab. Daniela T. Gryko.
Tematyka rozprawy jest Scisle zwigzana z zainteresowaniami naukowymi prof. Gryko, ktére
dotyczg aktualnie przede wszystkim syntezy skondensowanych uktadéw heterocyklicznych
jako zwigzkéw luminescencyjnych do potencjalnych zastosowan jako znacznikéw
fluorescencyjnych w bioobrazowaniu.

Recenzowana rozprawa doktorska zostata zredagowana w formie ponad 40-
stronicowego komentarza do cyklu 4 recenzowanych publikacji w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Pelna tres¢ tych publikacji zostata dotgczona do rozprawy. Komentarz ma
klasyczny uklad i sklada si¢ ze wstepu, dyskusji badan wilasnych, podsumowania
najwazniejszych wynikéw i bibliografii. W poczatkowej czesci wstepu (rozdzialy 1.1 i 1.2
Autorka przedstawita ogélne informacje na temat indolizyn, w tym m.in. metod ich
otrzymywania, struktury elektronowej i reaktywnosci. Rozdziaty 1.3 i 1.4 s3 po$wiecone
przeglagdowi rozbudowanym m-elektronowo indolizynom, tj. ukladom zawierajacym
dodatkowe skondenowane fragmenty aromatyczne (z-expanded indolizines) badz dotaczone
poprzez wierzcholtki (n-extended indolizines). Tym samym wstep nawigzuje scisle do tematyki
rozprawy, przy czym mozna uzna¢, i1z podstawe do jego napisania stanowil artykut
przegladowy, wiaczony przez Autorke wspomnianego wyzej cyklu publikacii.

Zasadnicza czg$¢ komentarza stanowi przewodnik po 3 publikacjach oryginalnych
stanowigcych podstawe rozprawy. Doktorantka przedstawita w niej wyniki swoich badan
poswieconych syntezie i charakterystyce wlasciwosei fotofizycznych 3 typow pochodnych
indolizyn. Rozdziat 2.1 jest po§wigcony wybranym benzo[a]indolizynom. Celem badan byta
modyfikacja metody syntezy tych zwigzkdw opisanej jeszcze w latach 60-ych ubieglego wieku
przez Krohnkego (W. Augstein, F. Krohnke, “Synthesen des Benzo[a]- und des Naphtho[2.3-



blindolizin-Ringsystems” Justus Liebigs Ann. Chem. 1966, 697, 158-170) i zbadanie ich
wiasciwosci fotofizycznych. Wspomniana metoda opiera sie na wykorzystaniu jako substratow
soli N-fenacylopirydyniowych i 1-chloro-2,4,6-trinitrobenzenu, zwigzku znanego ze swojej
wybuchowej natury. W zwigzku z tym Autorka postanowita zastosowac jego analogi, w ktorych
grupa NO2 w pozycji 4 zostala zastgpiona innymi podstawnikami o charakterze
elektronoakceptorowym, tj. CO2Me, CN i CF3. Kolejnym krokiem byto zastgpienie grupy N-
fenacylowej soli pirydyniowej grupa CH2CN, co pozwolitlo na zwiekszenie wydajnosci
kwantowe;j fluorescencji. Doktorantka podjeta dalsze badania optymalizacyjne, polegajace na
dobraniu reagentéw pomocniczych, rozpuszczalnika, temperatury i czasu reakcji. Stanowity
one podstawe efektywnej syntezy kilkunastu sfunkcjonalizowanych benzo[a]indolizyn, w tym
uktadow zawierajace dodatkowy skondensowany pierscieni benzenowy lub podstawniki CN
badz NMe> w pozycji y pierscienia pirydynowego. Badania wlasciwosci fotofizycznych
polegaty na pomiarach widm absorpcyjnych i emisyjnych UV-Vis w roztworach (PhMe, DCM)
i wyznaczenie wydajnosci kwantowych fotoluminescencji ®. Zwigzki te mozna w wiekszosci
scharakteryzowa¢ jako pomaraficzowe lub czerwone luminofory, przy czym dla uktadu typu
push-pull z grapg NMe; przy pierscieniu pirydynowym pasmo luminescencji przesuwa sie do
zakresu bliskiej podczerwieni. Warto$ci @ wahaja si¢ w szerokim zakresie od pomijalnie
niskich do wysokich (> 50%), przy czym stwierdzono, ze obecnos¢ grupy CN przy pierécieniu
pirolowym byla korzystna natomiast wieksze podstawniki COPh i COtBu powodowaty
znaczne obnizenie ®. Doktorantka wyjasnita to znacznym znieksztalceniem planarnosci,
wzmacniajacym przejscie migdzysystemowe (ISC) ze wzgledu na zmniejszong przerwe
energetyczng singlet—tryplet (AEst). Wyniki te zostaly uzyskane metodami obliczeniowymi,
ale warto byloby pokusi¢ si¢ 0 oszacowanie za pomocg stosownych pomiaréw, poniewaz z
mojego doswiadczenie wynika, Ze nie zawsze zgodno$¢ jest zadowalajaca. Kolejna interesujaca
obserwacja dotyczy stosunkowo duzych wartosci ®@ zwigzkow z grupa NO», jako ze jest ona
zazwyczaj zwigzana z wygaszaniem fluorescencji. W tym miejscu mam drobng uwage
krytyczng odno$nie zdania na stronie 25, poniewaz jest czesciowo mylace: “When comparing
compound 9¢CF with its reduced analog 10 (bearing an NH. group instead of NOz), a drop in
emission intensity (38% vs 26%) and a hypsochromic shift of both Aaps (488 vs 377 nm) and
Aem (603 vs 495 nm) were observed”. Stowo ,.hypsochromic” powinno by¢ chyba zastgpione
stowem ,bathochromic”? Badania eksperymentalne zostaly wsparte obliczeniami
teoretycznymi, ktére obejmowaty nie tylko standardowa analize orbitali molekularnych, ale
rdwniez wyznaczenie wydajnosci kwantowych luminescencji. W tym ostatnim aspekcie udato
si¢ uzyska¢ dobra zgodnos¢ z wartosciami doswiadczalnymi. Uwazam, ze przedstawione
wyniki sa znaczace ze wzgledu na istotne poszerzenie metodyki syntezy benzo[a]indolizyn oraz
dokonanie szczegélowej analizy zaleznosci pomiedzy ich strukturg a wiasciwosciami
fotofizycznymi.

W rozdziale 2.2 Autorka przedstawila wyniki badan podstawionych pirano[2,3-
blindolizynonéw. Rowniez w tym w przypadku punktem wyjscia byty wyniki opublikowane w
przeszioscei, a ich autorami byli Kakehi i wspotpracownicy (A. Kakehi et al., “Preparation of
New Nitrogen-bridged Heterocycles. A Facile Synthetic Method of Pyrano[2,3-



blindolizinoneDerivatives” Bull. Chem. Soc. Jpn 1980, 53, 1115-1120). Opracowali oni rézne
metodologie syntezy pochodnych 2-okso-2H-pirano[2,3-b]indolizyno-3-karboksylanow,
struktur, ktére mozna uzna¢ za analogi kumaryn wykazujacych interesujace wiasciwosci
fluorescencyjne i potencjalne zastosowanie w bioobrazowaniu. Doktorantka ponownie podjeta
zadanie optymalizacji oryginalnej procedury, a kluczowe dla osiagniecia tego celu byto
zastosowanie Cs2COs3 jako zasady w celu przyspieszenia kondensacji Dieckmanna prowadzacej
do posredniego indolizyn-2-olu, ktéry w kolejnym etapie reagowal z malonianem z
utworzeniem docelowego produktu. Doktorantka otrzymata serie 8 nowych struktur wychodzac
z r6znych soli pirydyniowych. W celu dalszej funkcjonalizacji wykorzystano fakt kumulacji
gestosci elektronowej w pozycji 5, co umozliwito bezposrednie arylowanie jednego z
otrzymanych produktéw odpowiednimi bromkami arylowymi w obecnosci PdCL(PPhs)z jako
katalizatora. W ten sposob otrzymano 3 nowe pochodne z dobrymi wydajno$ciami. Ponadto
Autorka przeprowadzita sekwencje reakcji Vilsmeiera-Haacka i kondensacji Knoevenagela
otrzymujgc 2 pochodne z grupami styrylowymi, réwniez wprowadzonymi w pozycji 5. Dla tej
klasy zwigzk6w zmierzono absorpcj¢ i emisj¢ UV-Vis w toluenie, DCM i DMSO, a uzyskane
dane poréwnano z wybranymi indolokumarynami. Podobnie jak w przypadku wyzej
dyskutowane;j serii zwigzkéw, Doktorantka szczegétowo przeanalizowata wplyw modyfikaciji
strukturalnych na parametry fotofizyczne, a ich glebsza interpretacja byla mozliwa dzieki
wykonaniu stosownych obliczen orbitali granicznych. Na podkreslenie zastuguje
przetestowanie potencjalu jednego z tych zwigzkéw do precyzyjnego obrazowania jadra
komoérkowego. Wykazato to barwienie komorek H9c2, pochodzacych z kardiomioblastow
szczura, poniewaz badany zwigzek selektywnie barwit specyficzne struktury podjadrowe. Tym
samym przedstawione w omawianym rozdziale wartoSciowe wyniki dotyczace metodyki
syntezy i charakterystyki wiasciwosci fotofizycznych zostaly poszerzone o dodatkowe
informacje majace bezposrednie znaczenie aplikacyjne.

W rozdziale 2.3 Autorka opisata podstawione pochodne uktady hybrydowe indolizyna-
merocyjanina, ktére mozna okresli¢ jako nowego typu barwniki polimetinowe. Synteza tych
barwnikéw stanowila adaptacje procedury opracowanej do syntezy rodoli z wykorzystaniem
2,3,5,6-tetrafluoro-4-hydroksybenzaldehydu jako reagent elektrofilowy. Zamiast aminofenoli
Doktorantka w swojej pracy zastosowata jako substraty 3-podstawione pochodne indolizyn-2-
olu, a takze analogi zawierajgce atom azotu w pozycji 3, tj. pochodne imidazo[1,2-a]pirydyny.
Ponadto przetestowala 2,3,5,6-tetrafluoro-4-(piperydyn-1-ylo)benzaldehyd i 3-formylo-4-
chloro-7-dialkiloaminokumaryng, ktore daly kationowe struktury r6znego typu, tj.
odpowiednio uktad bis-ksantenowy, utworzony z dwoéch fragmentow indolizyny i jednego
aldehydu oraz barwnik typu cyjaninowego. Charakterystyka fotofizyczna obejmowata pomiar
widm absorpcji i emisji w DCM, THF, DMSO, a dla niektérych zwigzkéw takze w $rodowisku
wodnym (H20 + DMSO). Dla wigkszosci barwnikéw wartosci @ przekraczaly 50%, nawet w
silnie polarnym rozpuszczalniku, tj. DMSO. Zwigzek otrzymany z pochodnej kumaryny
charakteryzowat si¢ znacznym batochromowym przesunigciem pasma emisji w pordwnaniu z
innymi badanymi w tym projekcie uktadami (Aem = 735 nm w DMSO), choé¢ @ nie przekroczyla
1%. Rozpuszczalno$¢ w wodzie i fotostabilno$¢ poréwnywalna z rodaming 6G stanowita
jednak impuls do dalszych eksperymentéw w komorkach w celu oceny potencjatu w zakresie
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wizualizacji organelli. Badania mikroskopii konfokalnej na komorkach widkniakomigsaka
HT1080 i normalnych ludzkich fibroblastach ptucnych MRC-5 wykazaly wysoka
przepuszczalnos¢ komorkowa i akumulacje w mitochondriach i jaderkach bogatych w RNA, w
poréwnaniu z MitoTracker™ Green FM i SYTO RNASelectTM. Wyniki te moga by¢ zatem
wykorzystane do opracowania metody monitorowania stanu mitochondriow w zywych
komorkach.

Komentarz jest zamknigty zwigzlym podsumowaniem zawierajacym przypomnienie
najwazniejszych wynikéw i kluczowe wnioski. Uwazam, ze Autorka przedstawita spojny
tematycznie i logicznie ujety cykl publikacji, a Jej badania maja duza warto$¢ zarowno z punktu
widzenia metodyki syntezy indolizyn i ich pochodnych, charakterystyki ich wiasciwosci
fotofizycznych oraz wykorzystania do bioobrazowania. Koficzacy rozprawe wykaz cytowanej
literatury zawiera 76 pozycji, ktore w wiekszosci zostaly opublikowane ostatnich latach, co
$wiadczy o aktualnosci i perspektywach dalszego intensywnego rozwoju podjetej tematyki
badawczej. Pod wzgledem edytorskim komentarz zostat zredagowany starannie i w zwigzly,
ale przystepny sposob, co zdecydowanie ulatwia dostrzezenie najwazniejszych osiagnie¢
naukowych Doktorantki opisanych szczegbtowo w zataczonych publikacjach. Warto takze
podkresli¢, ze zar6wno komentarz jak i publikacje zrédtowe zostaty zilustrowane licznymi, w
tym barwnymi, rysunkami i schematami, co ulatwia przyswojenie zawartych w rozprawie
informacji.

Konkluzja

W podsumowaniu powyzszej analizy rozprawy doktorskiej Jaqueline Araujo Badaro,
M.Sc., stwierdzam, ze przedstawione wyzej zastrzezenia nie wplywaja na ogoélng oceng
rozprawy. W zasadniczym stopniu byla ona juz oczywiscie poddana krytyczne] analizie
recenzentow 3 sktadajacych si¢ na nig publikacji oryginalnych 1 jednego artykutu
przegladowego. Wszystkie prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym. Moja ocena jest bardzo pozytywna z uwagi na uzyskanie istotnych
wynikow dotyczacych syntezy i whasciwosci fotofizycznych nowych funkcjonalizowanych
indolizyn, a bardzo drobne uwagi krytyczne nie majg istotnego znaczenia. Uwazam z
przekonaniem, ze przedstawiona rozprawa doktorska spéhﬁa warunki okreslone w Ustawie
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. W oparciu 0 powyzszg opini¢
rekomenduje nadanie Jaqueline Araujo Badard, M.Sc., stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki chemiczne. Zwracam si¢ wiec do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Organicznej PAN z whioskiem o dopuszczenie Kandydatki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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Whiosek o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej Jaqueline Araujo Badaro, M.Sc.,

pt. ,,The synthesis and photophysical properties of novel indolizine-based fluorophores”

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej PAN z wnioskiem o

wyro6znienie przedtozonej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Jaqueline Araujo Badard, M. Sc.

Doktorantka opracowata metodyke syntezy kilkudziesieciu nowych pochodnych
indolizyn, w tym szeregu uktadéw m-rozszerzonych takich jak hybrydy typu indolizyna-
merocyjanina. Otrzymane barwniki zostaly szczego6towo scharakteryzowane za pomocg metod
spektroskopowych UV-Vis i metod obliczeniowych chemii kwantowej, a takze dokonano
oceny ich potencjatu jako znacznikéw fluorescencyjnych organelli komoérkowych. O wartosci
naukowej uzyskanych wynikéw swiadczy niewatpliwie to, ze zostaly udokumentowane w
formie 3 publikacji oryginalnych w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, takich
jak Angewandte Chemie International Edition (wyd. Wiley, IF 17,0, 200 pkt MEIN, 1
publikacja) oraz Organic Chemistry Frontiers (wyd. RSC, IF 4,7, 140 pkt MEiN, 2 publikacje).
Nalezy odnotowac, ze we wszystkich tych publikacjach jest pierwszym autorem, co wskazuje
na Jej wiodacy udziat w ich opracowaniu. Swiadcza o tym réwniez dotaczone do rozprawy
oswiadczenia pozostalych wspdtautorow. W mojej ocenie poziom rozprawy jest znaczgco
wyzszy pod wzgledem jakosciowym w poréwnaniu z typowym poziomem prac doktorskich w
dyscyplinie nauki chemiczne.
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