Streszczenie

Pomimo niezwyktych postepdw we wspdtczesnej medycynie, wiele chordb
zwigzanych ze starzeniem sie (m.in. choroba Alzheimera i Parkinsona), ze wzgledu na swdj
ztozony charakter, pozostaje nieuleczalna. Powszechnie wiadomo, ze wspomniane powyzej
zespoty chorobowe (zaliczane do choréb neurodegeneracyjnych) sg zwigzane
z samoorganizacjg (agregacjg) nieprawidtowo sfatdowanych biatek — amyloidéw — ktérych
obecnos$¢ w postaci blaszek lub inkluzji wewnatrzkomérkowych stwierdzono w tkankach
przebadanych post mortem. Jednakze amyloidy sg strukturalnie skomplikowane, a ich rola
w patologii choréb neurodegeneracyjnych wcigz stanowi przedmiot debat. Z uwagi na
powyzsze, opis wtasciwosci strukturalnych wtékien amyloidowych ma ogromne znaczenie.
Rozwdj nowych technik bio-obrazowania amyloidéw moze zapewnic¢ wglad w mechanizmy ich
powstawania, funkcje biologiczne (w tym toksycznosé), a w dalszej perspektywie, przyczynié
sie do postepu w rozwoju nowych strategii terapeutycznych.

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia wyniki interdyscyplinarnych badan nad
bio-obrazowaniem amyloidéw, w oparciu o wybrane techniki (tj. mikroskopie:
fluorescencyjng, dwu-fotonowa, polaryzacyjng, sit atomowych i elektronowg) i aspekty
obrazowania (tj. multimodalno$¢, obrazowanie bez znacznikébw i obrazowanie
z funkcjonalnymi znacznikami). W ramach niniejszej pracy czuta na polaryzacje mikroskopia
dwu-fotonowa zostata wykorzystana do obrazowania utozenia wiékien amyloidowych przez
analize wiasciwej wtéknom amyloidowym auto-fluorescencji i rozktadu katowego zwigzanych
z nig momentdw dipolowych emisji wzbudzonej dwoma fotonami. Praca ta pokazuje, na
podstawie uporzgdkowanego modelu (sferolit), ze auto-fluorescencja amyloidéw wzbudzona
dwoma fotonami jest silnie spolaryzowana, a jej dystrybucja katowa rozmieszczona jest w
zakresie 29° wokot dtugiej osi widkna amyloidowego. Oznacza to, ze wzbudzona dwoma
fotonami autofluorescencja pochodzaca od witdkien amyloidowych zostata pioniersko
skorelowana z ich orientacjg w pfaszczyznie prébki. Stanowi to obiecujgce narzedzie do
obrazowania agregatow biatkowych (amyloidéw), bez wstepnego barwienia jakimikolwiek
znacznikami. Nastepnie, badania nad nieliniowymi wtasciwosciami optycznymi amyloidéw
zostaty rozszerzone. W efekcie, zobrazowano lokalne uporzadkowanie w super-strukturach
amyloidowych — sferolitach — ponownie, bez wykorzystania znacznikdw fluorescencyjnych.
Dzieki wprowadzeniu skorelowanego obrazowania mikroskopii fluorescencyjnej
i transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) odkryte zostato, ze wspomniana wczesniej
zalezna od polaryzacji i dwu-fotonowo wzbudzana auto-fluorescencja widkien amyloidowych
moze zosta¢ wykorzystana do ich detekcji i wyrdznienia znieksztatcen strukturalnych, stanow
posrednich, jak i amorficznych agregatéw. Potgczenie obu technik pozwolito na zobrazowanie
heterogenicznej struktury wewnetrznej sferolitdw amyloidowych. Odkrycie zaprezentowane
w ramach tej pracy ma duze znaczenie w kontekscie badan nad genezg struktur
amyloidowych, poniewaz moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystane na réznych etapach ich
agregacji — bezinwazyjnie. Nastepnie, przedstawiono prace naukowe zwigzane z syntezg,
charakteryzacjg i zastosowaniem ultra matych nano-klastrow ztota stabilizowanych ligandem
supramolekularnym (eterem koronowym). Materiat ten zostat zaprojektowany do
funkcjonalnego i multimodalnego obrazowania agregatéw biatkowych — amyloidow.
Prezentowany w ramach tej pracy nano-materiat charakteryzuje sie dyskretng struktura
elektronowg, fluorescencjg w bliskiej podczerwieni (NIR), amfifilowoscig i wysoka gestoscia



elektronowga. Z uwagi na wspomniane witasciwosci, zostat on wykorzystany do barwienia
i obrazowania sferolitéw oraz wtdkien amyloidowych, odpowiednio, pod mikroskopem
fluorescencyjnym i elektronowym. Co wiecej, nanoklastry stabilizowane eterem koronowym
wykazujg wysokie powinowactwo do hydrofobowych powierzchni dostepnych w materiatach
pochodzenia biologicznego. W przeciwienstwie do znacznikdw o charakterze hydrofilowym,
wspomniane nanoklastry natychmiast wigzg sie ze sferolitami amyloidowymi. W przypadku
widkien, organizacja klastréow na ich powierzchni tworzy wzér odpowiadajacy przestrzennemu
rozmieszczeniu domen z hydrofobowymi aminokwasami. W zwigzku z powyzszym, amfifilowe
wiasciwosci zaprezentowanych nanoklastréw sg potencjalnie atrakcyjne dla funkcjonalnego
obrazowania szeregu rdznych struktur biologicznych.



