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Recenzja rozprawy doktorskiej
»Amyloids bio-imaging: two-photon autofluorescence and multimodal gold nanoclusters”

przedstawionej przez magistra Patryka Obstarczyka

Praca doktorska magistra Patryka Obstarczyka dotyczy bardzo ciekawego zagadnienia bioczgsteczek
o charakterze amyloidogennym. Tematyka ta od diuzszego czasu znajduje sie w centrum zainteresowania
naukowcdéw, poniewaz agregacja biatek i tworzenie przez nie ztogédw amyloidowych powigzane s3
z szeregiem chordéb, w tym takze choréb neurodegeneracyjnych i cukrzycy, ktére dotykajg wielu milionéw
ludzi na catym sSwiecie i stanowig prawdziwe wyzwanie cywilizacyjne, szczegdlnie w starzejgcych sie
spoteczenstwach panstw rozwinietych. Poszerzanie wiedzy na temat struktury agregatéw oraz mozliwosci
ich obrazowania, w tym réwniez obrazowania w warunkach in vivo, jest niezbedne, aby mozliwe byto

diagnozowanie choréb o podtozu amyloidowym.

Badania podjete przez magistra Patryka Obstarczyka wpisujg sie w to zapotrzebowanie. Rozprawa
doktorska prezentuje mozliwosci obrazowania amyloidow z wykorzystaniem ich autofluorescenc;i.
Przeprowadzone przez Doktoranta badania dowiodty, iz czuta na polaryzacje mikroskopia dwufotonowa
umozliwia okreslenie utozenia wtékien amyloidowych, poniewaz jest ono skorelowane z rozktadem katowym
momentow dipolowych emisji autofluorescencji. Odkrycie to moze stac¢ sie podstawg bio-obrazowania
agregatéw biatkowych, gdyz pozwala poming¢ ich barwienie za pomocg znacznikéw fluorescencyjnych.
Z wykorzystaniem takiego obrazowania mozliwa bytaby nie tylko detekcja amyloidéw, ale réwniez
identyfikacja zaburzen wystepujgcych w ich strukturze, co pozwalatoby na rozpoznawanie stanéw posrednich
w procesie amyloidogenezy. Drugim zagadnieniem, ktéry obejmuje rozprawa, jest mozliwosé
multimodalnego obrazowania agregatow biatkowych z zastosowaniem nanoklastrow ztota stabilizowanych
ligandem supramolekularnym. Nanoklastry te mogg stuzy¢ jako sondy do bio-obrazowania za pomoca
Swiatta, poniewaz emitujg luminescencje w bliskiej podczerwieni, jak rowniez, ze wzgledu na wysokg gestosé
elektronowg ztota, do obrazowania za pomocg mikroskopii elektronowe]j. Doktorant dowiddt, iz otrzymane
przez niego nanoklastry wykazujg wysokie powinowactwo do powierzchni hydrofobowych, dzieki czemu

mogty postuzy¢ do detekcji sferolitéw amyloidowych oraz domen hydrofobowych na powierzchni wtdkien
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amyloidowych. Poniewaz liczne badania wykazaty, ze rézne morfologie widkien amyloidu mogg by¢ bardziej
patogenne niz inne, szybka charakterystyka strukturalna amyloidéw jest klinicznie istotna dla diagnozy,

klasyfikacji i, w dalszej perspektywie, leczenia choréb amyloidowych.

Rozprawa doktorska magistra Patryka Obstarczyka nie ma uktadu typowego dla prac eksperymentalnych.
Przyjmuje raczej forme posrednig miedzy typowa rozprawg a tzw. spinkg publikacyjng. Otrzymane wyniki
zgrupowane zostaty w trzech rozdziatach, z ktérych kazdy nawigzuje do pracy opublikowanej w czasopi$mie
o obiegu miedzynarodowym (rozdziat Ill: Obstarczyk i wspét., J. Phys. Chem. Lett. 2021, 12, 1432-1437;
rozdziat IV: Obstarczyk i wspét., Biomater. Sci., 2022, 10, 1554-1561; rozdziat V: Obstarczyk i wspét., ACS
Omega 2023, 8, 11503-11511). Kazdy rozdziat zawiera krotkie wprowadzenie, opis wykorzystanych
materiatow i metod eksperymentalnych oraz oméwienie wynikdw zakoriczone podsumowaniem. Przyjeta
forma dobrze sprawdza sie w prezentacji uzyskanych wynikéw badawczych. Opisy metodologiczne znajdujg
sie w bezposrednim sagsiedztwie omawianych eksperymentéw, co utatwia odnajdywanie potrzebnych
informacji. Rozpoczynajgce kazdy rozdziat streszczenie i koniczace go podsumowanie podkreslajg

najwazniejsze osiggniecia i utatwiajg zrozumienie celu prowadzonych badan.

Zastosowany nie-klasyczny uktad rozprawy pocigga za sobg kilkukrotne pojawienie sie wprowadzenia
literaturowego — na wstepie rozprawy, a takze na poczatku kazdego z rozdziatéw przedstawiajgcych wyniki.
Mimo to pewnych informacji zabrakto, a wydaje sie, ze powinny znalezé swoje miejsce w pracy. Chodzi tu
przede wszystkim o informacje zwigzane z autofluorescencjg amyloidéw. Doktorant cytuje wprawdzie
publikacje autorstwa Jonathana Pansieri i wspotp. (Nat. Photonics 2019), ale zupetnie nie odwotuje sie do jej
tresci, mimo iz dotyczy ona wtasnie autofluorescencji amyloidéw, badanej innymi technikami
mikroskopowymi. Opisanie mozliwosci tych technik i skontrastowanie ich z dwufotonowg mikroskopia
fluorescencyjng datoby lepszy kontekst dla badan przeprowadzonych przez Doktoranta. Prositabym wiec o

nakreslenie takiego tta podczas obrony rozprawy doktorskie;j.

Bibliografia pracy jest bardzo bogata (214 pozycji) i w znakomitej wiekszosci obejmuje odwotania do
najnowszych publikacji, co pokazuje, iz Doktorant dobrze zna aktualng literature przedmiotu. Wysoko
oceniam strone redakcyjng rozprawy. Wyniki ilustrowane sg starannie przygotowanym materiatem
graficznym, uzupetnionym precyzyjnymi podpisami. Rzetelnie przeprowadzona zostata korekta. Pomytki,
niescistosci czy niejasnosci sg nieliczne, jednak obowigzek recenzencki obliguje do zwrdcenia uwagi takze na
nie:

e Pomytkowo przywotywane sg w tekscie rozprawy niektére rysunki (Fig.32 zamiast 33 (str. 72), czy

Fig.34 zamiast 35 (str. 74))
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e Na rysunku 35 chyba zamienione zostaty zdjecia mikroskopowe dla prostopadle utozonych

polaryzacji wzbudzenia i emisji (gorne zdjecie przedstawia raczej horyzontalnie spolaryzowane
wzbudzenie i wertykalng emisje, a dolne — wertykalne wzbudzenie i horyzontalng emisje). Tak
przynajmniej sugerujg wnioski wyciggniete na podstawie tych zdjec (,strongest two-photon
excited fluorescence matching the polarization of the incident light”), a takze analogiczne zdjecia
znajdujace sie w cytowanej pod rysunkiem pracy autorstwa Doktoranta (J. Phys. Chem. Lett.,
2021)

e W rozdziale IV na okreslenie dwufotonowej autofluorescencji kilkukrotnie zastosowano
niewyjasniony wczesniej skrot TPAF, cho¢ w wiekszosci przypadkéw te samg technike oznaczano
skrétem 2PAF.

e Na str. 100 btednie podano wzér chloroformu (CHCl4 zamiast CHCls).

Uwagi dotyczgce omawianych wynikéw badan pozwole sobie pogrupowac w taki sam sposdb jak zrobit to

Doktorant, w zwigzku z czym odnosié sie bede kolejno do poszczegdlnych rozdziatow.

Rozdziat Ill: Osiggnieciem opisanym w tym rozdziale byto wykazanie, ze wzbudzana dwufotonowo
autofluorescencja amyloidu jest wysoce spolaryzowana, a jej rozktad katowy jest zwigzany z dtugg osig fibryli
w obrebie stozka o rozwarciu ~60° (2)). Swoimi badaniami Doktorant potwierdzit, iz s3 to wtasciwosci
catkowicie zgodne z tymi, ktdre wykazuje fluorescencja specyficznego dla amyloidéw znacznika — tioflawiny
T. Udowodnit tym samym, iz autofluorescencja amyloidéw moze by¢ wykorzystywana do ich obrazowania
bez wprowadzania do badanego uktadu dodatkowego elementu, ktéry mogtby zaburzaé proces agregacji
biatka, czy tez powodowac problemy zwigzane z toksycznoscia badZ agregacja samego znacznika
fluorescencyjnego.

Pewne watpliwosci w tresci tego rozdziatu moze wzbudzi¢ tok rozumowania zaprezentowany na podstawie
badan fibryli za pomocg AFM. W przedstawionej dyskusji Doktorant przywotuje dane literaturowe na temat
morfologii samych fibryli, a na ich podstawie wycigga wnioski na temat morfologii fibryli w sferulitach,
po wczesdniejszym uczynieniu zaftozenia, ze ich morfologia jest podobna. Rozwazania swe Doktorant konczy
stwierdzeniem, ze wykorzystana technika badawcza pokazata, iz sferulity mogg by¢ zbudowane z fibryli
o podobnej morfologii jak ta okreslona za pomocg AFM. Wydaje sig, iz jest tu btad logiczny. Nie jest jasne,
w jaki sposéb Doktorant dochodzi do wniosku zgodnego z przyjetym zatozeniem, poprzez dane na temat
samych fibryli. Mam nadzieje, iz zostanie to wyklarowane podczas obrony rozprawy doktorskiej.

Niejasne jest takze, w jakim celu badania morfologii fibryli z wykorzystaniem AFM prowadzone byty
w roztworach o réznym stezeniu soli. Daje to wprawdzie informacje, iz struktura fibryli sie zmienia, az do

osiggniecia nieskreconej morfologii dla 100 mM NaCl, ale informacja ta nie ma przetozenia na badania
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sferulitdw, poniewaz te uporzgdkowane formy otrzymywane byty w roztworach bez dodatku soli. Czy sg lub
byty planowane eksperymenty z wykorzystaniem dwufotonowej mikroskopii fluorescencyjnej w warunkach

o modyfikowanej zawartosci soli?

Rozdziat IV: W rozdziale tym Doktorant opisat badania, ktére doprowadzity do okreslenia lokalnego
uporzadkowania w superstrukturach amyloidowych - sferulitach. Dzieki zaleznej od polaryzacji, wzbudzonej
dwoma fotonami autofluorescencji amyloidu potwierdzone zostato istnienie orientacji fibrylarnej w koronie
sferulitu, jak rowniez wykazano obecno$¢ amorficznych agregatow, znieksztatconych fibryli i/lub
amyloidowych form posrednich w rdzeniu sferulitu. Ujawnita sie tu przewaga zastosowanej bezznacznikowej
techniki fluorescencyjnej nad klasycznym podejsciem z wykorzystaniem tioflawiny T, ktéra nie pozwala
réznicowac struktur amorficznych od znieksztatconych struktur fibrylarnych, obecnych na réznych etapach
tworzenia blaszek amyloidowych.

Cho¢ zasadniczo eksperymenty zostaty jasno opisane to pewng watpliwo$¢ wzbudzajg wartosci katoéw Y+Ay,
wyliczone dla rejonéw okreslonych jako R; i Rs. Jak wynika z rysunku 41, kazdy z tych rejonéw cechujg inne
wartosci A, co przy przyjeciu statego kata { powinno daé rézne wartosci sumy p+Ay. Czy jakies$ zatozenia
pozwolity sprowadzi¢ te wartosci do katow odpowiednio 51.5° dla autofluorescencji i 53° dla fluorescencji

ThT? Prosze o stosowne wyjasnienia w trakcie obrony rozprawy doktorskiej.

Rozdziat V: Osiggnieciem opisanym w tym rozdziale byto scharakteryzowanie witasciwosci nanoklastréw
ztota potaczonych z funkcjonalizowanymi grupg tiolowa supramolekularnymi ligandami w postaci czgsteczek
eteru 12-korona-4. Doktorant wykazat ich przydatnos¢ w multimodalnym obrazowaniu amyloidéw. Zwrdcit
rowniez uwage na mozliwos¢ manipulowania witasciwosciami fizykochemicznymi tych klastrow i wptywania
na ich witasciwosci luminescencyjne, co moze by¢ wykorzystane zaréwno w badaniach nanomateriatow,
jak i bioczgsteczek. W jednym z eksperymentéw, ktére postuzyty do zbadania wiasciwosci spektroskopowych
nanoklastrow, wykorzystano spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). W opisie widm
wskazano pasmo 1089 cm™ jako pasmo odpowiadajgce drganiom rozciggajagcym wigzania C-O, razem
z pasmem 1125 cm™. Czy Doktorant mdgtby sie pokusié o dyskusje, z jakiego powodu w roztworze wodnym
nanoklastrow wystgpito to dodatkowe pasmo, ktérego nie byto w roztworze organicznym? Ciekawi mnie
rowniez, na jakiej podstawie stwierdzono, iz amorficzny rdzen sferulitow jest bogaty w strukture a-helikalng

(str. 102). Cytowana praca Krebsa i wspdtp. (PNAS 2004) raczej nie pozwala na wyciggniecie takiego wniosku.

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszajg mojej zdecydowanie pozytywnej oceny przedstawionej przez
mgr Patryka Obstarczyka rozprawy doktorskiej. Uwazam, iz rozprawa dotyczy waznej i aktualnej tematyki,
jest spdjna merytorycznie i ciekawa, a przedstawione wyniki wnoszg nowg warto$¢ do biezgcego stanu

wiedzy.
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Na szczegdlng uwage zastuguje ogdélny dorobek Doktoranta, ktéry w zakresie publikacyjnym obejmuje

osiem prac naukowych, w tym trzy prace pierwszoautorskie, bezposrednio powigzane z tematyka rozprawy.
Publikacje te uzupetnione zostaty komunikatami konferencyjnymi, ktérych byto tgcznie dziewiec. Mgr Patryk
Obstarczyk odbyt dwa dtuzsze, zagraniczne staze naukowe (1-2 miesigce), ktére z pewnoscig przyczynity sie
do jego rozwoju naukowego. Zdobyt tez finansowanie na swoje badania w postaci grantu Preludium. Jego
starania i osiggniecia docenione i podkreslone zostaty piecioma nagrodami, w tym prestizowym stypendium

START przyznanym przez Fundacje Nauki Polskie;j.

Podsumowujgc, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742
z pozn. zm.) i wnioskuje o dopuszczenie magistra Przemystawa Obstarczyka do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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