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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. inz. Agaty Hajdy
pt. ,,Nowe znaczniki fluorescencyjne do mikroskopii jedno- i dwufotonowej ze
szczegollnym uwzglednieniem wykrywania amyloidéw”
Promotor: dr hab. inz. Joanna Olesiak-Banska, prof. PWr

Podstawg formalng sporzadzenia niniejszej recenzji jest pismo Pana dr. hab. inz. Roberta
Gory, prof. PWr, Przewodniczacego Rady Dyscypliny Naukowej ,Nauki Chemiczne”
Politechniki Wroctawskiej. Recenzja zostata opracowana w oparciu o kryteria okreslone w art.
187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst
jednolity (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z pézn. zm.).

Recenzowana rozprawa doktorska po$wigcona jest projektowaniu i charakterystyce nowych
znacznikéw fluorescencyjnych przeznaczonych do mikroskopii jedno- i dwufotonowej, ze
szczegblnym uwzglednieniem ich zastosowania w detekcji amyloidéw. Autorka
skoncentrowata si¢ na badaniach wiasciwosci spektroskopowych i fotofizycznych wybranych
fluoroforéw oraz analizie zmian tych wiasciwosci po oddziatywaniu barwnikéw ze strukturami
amyloidowymi. Istotnym elementem pracy byta réwniez préba okreslenia, w jaki sposéb
budowa molekularna badanych znacznikéw, w tym rozmieszczenie grup funkcyjnych w
czasteczce, wptywa na ich wiasciwosci optyczne, charakter oddziatywan z widknami
amyloidowymi oraz odpowiedz fluorescencyjng po zwigzaniu z agregatami biatkowymi.

Jest to zagadnienie istotne zaréwno z punktu widzenia chemii fizycznej i fotochemii, jak i
szeroko rozumianego bioobrazowania. Rozwdj znacznikéw wykazujacych selektywna

odpowiedz fluorescencyjng na amyloidy pozostaje waznym kierunkiem badan, poniewaz
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struktury amyloidowe odgrywaja znaczaca role w biologii agregacji biatek i sa powigzane z
licznymi procesami patologicznymi, w tym chorobami neurodegeneracyjnymi. Dodatkowe
uwzglednienie wtasciwosci dwufotonowych badanych zwigzkow zwieksza aktualnosé podjetej
tematyki, gdyz mikroskopia dwufotonowa stanowi obecnie jedng z kluczowych metod
obrazowania uktadéw biologicznych. W zwigzku z tym temat rozprawy nalezy uznac za dobrze
uzasadniony, aktualny i wpisujgcy sie¢ w $wiatowe trendy badan nad nowymi sondami

fluorescencyjnymi do detekcji amyloidow.
Ogélna charakterystyka rozprawy

Rozprawe doktorskg stanowi zbiér trzech powigzanych tematycznie artykutdow naukowych,
opublikowanych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: Chemical Communications,
Chemical Science oraz ACS Applied Bio Materials, opatrzonych zwigztym opisem w formie
przewodnika. Nie ulega watpliwosci, ze zaprezentowany dorobek, opublikowany na tamach
renomowanych czasopism naukowych, charakteryzuje si¢ bardzo dobrg jakoscig pod
wzgledem merytorycznym.

Wszystkie przedstawione prace sg publikacjami wieloautorskimi, przy czym Pani Hajda
wystepuje w kazdej z nich jako pierwszy autor. Wiodacy wkiad Doktorantki w powstanie tych
publikacji zostat réwniez jednoznacznie potwierdzony odpowiednimi oéwiadczeniami
Doktorantki.

Czeséé teoretyczna rozprawy stanowi spdéjng sekwencje rozdziatdw, ktore wprowadzajg
czytelnika w tematyke pracy i przygotowujg do lektury jej zasadniczej czeéci. Autorka
rozpoczyna od uzasadnienia podjecia badan, jasno wskazujgc luki w aktualnym stanie wiedzy
dotyczace fluoroforow funkcjonalizowanych grupa BF, oraz atomowo precyzyjnych
nanoklastrow Agn-DNA. W tej czesci rozprawy Autorka formutuje trzy cele badawcze, ktére
zostaly okreslone w sposéb poprawny i wskazujg na wielokierunkowe podejécie Doktorantki
do analizowanego zagadnienia. Istotnym elementem pracy jest réwniez sformutowanie hipotez
badawczych, ktére porzadkujg strukture rozprawy i precyzuja kierunki prowadzonych badan.
Gtéwna czesé literaturowa rozprawy zostata uporzadkowana w sposob logiczny i $cisle
podporzadkowana tematyce pracy. Autorka najpierw wprowadza czytelnika w podstawy
absorpcji dwufotonowej oraz dwufotonowej mikroskopii fluorescencyjnej, a nastepnie omawia
grupy fluoroforéw wykorzystywanych w tego typu obrazowaniu. Szczegéing uwage poswigca
dwoém klasom znacznikéw istotnym z punktu widzenia prowadzonych badan: fluoroforom
organicznym oraz nanoklastrom srebra stabilizowanym matrycg DNA. Takie ujgcie pozwala
ptynnie przej$¢ od ogdlinych zagadnien fotofizycznych do konkretnych uktadéw analizowanych
W rozprawie.

Odrebny fragment czesci teoretycznej poswigcono amyloidom. Autorka omawia w nim
podstawowe cechy struktur amyloidowych, ich znaczenie biologiczne i powigzanie z

chorobami, a takze przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy sond fluorescencyjnych



stosowanych do ich detekcji. Dobér zagadniers w rozdziale wprowadzajgcym oceniam jako
trafny, poniewaz umozliwia czytelnikowi zapoznanie si¢ z najwazniejszymi pojeciami, a
jednoczesnie dobrze nakresla szerszy kontekst naukowy prowadzonych badan.

Przeglad literatury zostat przygotowany starannie i $wiadczy o dobrym rozeznaniu Autorki w
omawianej tematyce. W rozprawie przywotano liczne przyktady prac opublikowanych przez
zespoly badawcze aktywnie rozwijajgce obszar znacznikéw fluorescencyjnych, mikroskopii
dwufotonowej oraz detekcji amyloidow. Wiekszo$é cytowanych publikacji pochodzi z ostatnich
kilku lub kilkunastu lat, co dodatkowo potwierdza aktualno$¢ podjetej problematyki oraz
wiasciwe osadzenie badan Doktorantki w kontekscie wspoétczesnej literatury przedmiotu.

W kolejnym punkcie Autorka oméwita publikacje stanowigce trzon rozprawy doktorskiej, a
nastepnie przedstawita syntetyczne wnioski ptyngce z uzyskanych wynikéw. W ostatniej cze$ci
rozprawy zamieszczono bibliografie, obejmujaca 227 pozyciji.

Pod wzgledem edytorskim rozprawa sprawia wrazenie opracowania przemyslanego i
uporzgdkowanego. Przyjety uktad ftresci jest logiczny, a kompozycja pracy sprzyja
przejrzystosci i utatwia sledzenie gtéwnych zatozen oraz wynikéw badan. W moim odczuciu
pewna staboscig pracy jest brak odrebnego oméwienia zastosowanej metodyki badawczej, co
czesciowo utrudnia oceng, w jakim stopniu Doktorantka samodzielnie opanowata i
wykorzystata poszczegolne techniki eksperymentalne. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze moze to
wynikaé z przyjetej formuty rozprawy, ktérej zasadniczy trzon stanowi cykl trzech publikaciji
naukowych, a nie klasyczne, obszerne opracowanie monograficzne.

Na pozytywna ocene zastuguje starannos¢ jezykowa i redakcyjna pracy. Tekst zostat
przygotowany poprawnie, a uchybienia stylistyczne i edytorskie pojawiajg si¢ jedynie
sporadycznie. Dostrzegtam jedynie drobne uchybienia redakcyjne, ktére wymieniono ponizej:

e strona 30: zapis ,260nm” powinien zosta¢ poprawiony na ,260 nm”,;

e strona 36: zapis ,Even thou” powinien zosta¢ poprawiony na ,Even though”;

e W materiatach uzupetniajgcych do pierwszej pracy stosowano zapis ,u” zamiast symbolu
o1

e strona 86, druga kolumna po prawej: wystepuje powtorzenie fragmentu tekstu ,be a more
general observations for this type of nanostructures”;

e strony 103-104: w kilku miejscach podano btedny odno$énik do rysunku — jest ,Figure 197,
a wiasciwy odnosénik to ,Figure 20”; strona 122: w podpisie do Figure S14 zapis
,Concetartion” powinien zosta¢ poprawiony na ,Concentration”.

Natomiast w moim odczuciu istotnym ograniczeniem pracy jest jako$¢ czesci materiatu

graficznego, w tym niektérych rysunkéw oraz zatgczonych publikacji. Obnizona rozdzielczos¢

utrudniata w kilku miejscach odczytanie szczegétéw i petng analize prezentowanych danych.



Ocena merytoryczna pracy

Wyniki opisane w czesci zawierajacej dyskusje zostaty opublikowane w trzech artykutach w
renomowanych czasopismach chemicznych: Chemical Communications, Chemical Science
oraz ACS Applied Bio Materials. Publikacja wynikéw badan w uznanych czasopismach
naukowych, objetych wymagajacym procesem recenzji, potwierdza wysoka wartosé
merytoryczng przedstawionej rozprawy. Warto podkreslic, ze mgr inz. Agata Hajda we
wszystkich trzech publikacjach oprécz przeprowadzenia wigkszosci eksperymentéw byta
réwniez odpowiedzialna za przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu. Czgs¢ zasadnicza
rozprawy sktada sie z trzech podrozdziatoéw, z ktérych kazdy omawia najwazniejsze wyniki
uzyskane w poszczegdlnych pracach.

W pierwszej pracy wchodzacej w skiad cyklu Autorka analizowata wpiyw potozenia grupy

metoksy w rdzeniu opartym na benzotiazolu sfunkcjonalizowanym BF, na wiasciwosci jedno-

i dwufotonowe badanych uktadéw po ich zwigzaniu z amyloidami. Praca ta podejmuje istotne

zagadnienie zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng fluoroforéw a modulacjg ich

wiadciwosci w zakresie absorpcji dwufotonowej. Jest to szczegdlnie wartosciowe, poniewaz
tego rodzaju systematyczne badania sg w literaturze przedmiotu wcigz nieliczne. W drugiej
pracy cyklu Doktorantka zbadata wlasciwosci absorpcji dwufotonowej czterech nanoklastrow
srebra stabilizowanych oligonukleotydami. Publikacja ta stanowi istotny wkiad w rozwoj wiedzy

w tym obszarze, poniewaz po raz pierwszy przedstawiono w niej przekroje czynne na

absorpcje dwufotonowg dla atomowo precyzyjnych nanoklastrow Agn-DNA przed i po

zwigzaniu z amyloidami. W trzeciej pracy cyklu Doktorantka zaproponowata nowy znacznik
fluorescencyjny amyloidéw. W ramach przeprowadzonych badan Pani Hajda przedstawita
nowg strukture opartg na zwigzkach organofluoroboranowych koordynowanych przez uktad

O.N,O, ktéra wykazuje korzystniejsze wiasciwosci optyczne niz komercyjnie dostepny

standard stosowany w mikroskopii dwufotonowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz ich

interpretacji mozna wskaza¢ nastepujgce najwazniejsze osiagniecia pracy doktorskiej:

1) Zaprojektowanie nowej serii markeréw amyloidowych (funkcjonalizowanych grupg -BF,
benzotiazoli), wérdd ktérych barwnik o architekturze donor-akceptor-donor wykazat az 58-
krotny wzrost wydajnosci kwantowej fluorescenciji po zwigzaniu z amyloidami insuliny.

2) Systematyczne zbadanie wiasciwosci dwufotonowych sond opartych na benzotiazolu
sfunkcjonalizowanym BF, przed i po zwiazaniu z biatkiem, co pozwolito wykazaé, ze
pomiary w czystych rozpuszczalnikach organicznych nie sg wystarczajgce do
przewidywania skutecznos$ci znacznikéw w obrazowaniu dwufotonowym, gdyz specyficzne
mikrosrodowisko amyloidéw istotnie modyfikuje ich parametry optyczne.

3) llosciowe scharakteryzowanie wiasciwosci nieliniowych  czterech  precyzyjnie
zdefiniowanych klastrow Agn-DNA w szerokim zakresie dlugosci fal. Badanie to

dostarczyto pierwszych tak doktadnych danych eksperymentalnych dla atomowo



o)

6)

precyzyjnych klastrow Agn-DNA, wykazujac, ze posiadajg one wysokie przekroje czynne
na absorpcje dwufotonowsg siegajace nawet 582 GM dla klastra Agz1-DNA.
Zaobserwowanie interesujgcego  zjawiska odwrdcenia intensywnos$ci  przejsé
elektronowych w rezimie dwufotonowym wzgledem jednofotonowego (dla Agis-DNA), co
rzuca nowe Swiatto na ztozong fotofizyke tych uktadéw

Wykazanie, ze dzigki potgczeniu wysokiej jasnosci, naturalnej rozpuszczalnosci w wodzie
oraz mozliwosci wzbudzania i emisji w zakresie podczerwieni klastry Agy-DNA stanowig
obiecujgce sondy do zaawansowanego obrazowania gtebokich tkanek biologicznych
Opracowanie wydajniejszego znacznika fluorescencyjnego o zoptymalizowanej topologii
D-A-D, ktory przewyzsza obecne standardy diagnostyczne. Rozszerzenie struktury do
uktadu rozgatezionego pozwolito uzyska¢ barwnik, ktéry po zwigzaniu z amyloidem
charakteryzuje si¢ parametrami znacznie lepszymi niz powszechnie stosowany methoxy-
X04. Barwnik 2 opisany w rozdziale 5 wykazuje emisjg przesunietg w strone diuzszych fal
(>600 nm), wyzszy przekroj czynny na absorpcje dwufotonowa, co w potgczeniu z ponad
30-krotnym wzrostem intensywnosci fluorescencji po zwigzaniu z amyloidem czyni go
doskonatym narzedziem do gtebokiego obrazowania w tzw. oknach biologicznych NIR-I i
NIR-II.

W ftrakcie lektury rozprawy doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce pytania, wynikajace z
ciekawosci poznawczej oraz mojej niewiedzy jako Recenzenta, do ktoérych prosze, aby

Doktorantka odniosta sie podczas publicznej obrony pracy:

1)

2)

3)

Pewnego doprecyzowania w mojej opinii wymaga sposéb definiowania stezenia molowego
amyloidéw insuliny bydlecej. W tekécie pojawiajg sie warto$ci, takie jak 122 pM, a takze
stosunki Camyloids/Caye- W Przypadku uktadéw amyloidowych stezenie biatka jest czegsto
wyrazane jako stezenie ekwiwalentéw monomerycznych, a nie jako rzeczywiste stezenie
fibryli jako odrebnych czastek. Prosze zatem o wyjaénienie, czy tak byto réwniez w
niniejszej pracy.

W pracy przedstawiono wyniki badan oddziatywania barwnikéw z amyloidami insuliny
bydlecej. Prosze o doprecyzowanie, czy przed rejestracja widm absorpcyjnych i/lub
fluorescencyjnych badano kinetyke wigzania barwnikéw do amyloidéw oraz czas
potrzebny do osiggniecia stanu réwnowagi lub stabilizacji sygnatu spektroskopowego.
Czy przy poréwnywaniu intensywnosci emisji barwnikow przed i po dodaniu amyloidéw
uwzgledniono fakt, ze obecno$¢ amyloidéw moze zmienia¢ absorbancje probki przy
diugoséci fali wzbudzenia? Innymi stowy, czy obserwowany wzrost fluorescencji zostat
skorygowany o réznice w absorpcji $wiatta wzbudzajgcego oraz o mozliwy efekt filtra

wewnetrznego



4)

5)

9)

klaster Agis-DNA-Cl, wykazuje wyjatkowo silng 2PA w oknie NIR-Il. co odréznia go od
pozostatych badanych prébek. W jakim stopniu to wtasnie obecnos¢ silnie elektroujemnych
atomow chloru, a nie sama struktura rdzenia Ag+s, determinuje tak wysokg o2? Autorzy
wspominajg o modulacji gestosci elektronowej przez chlorki — czy planowane sg badania
z innymi ligandami halogenkowymi (np. Br, 1), aby sprawdzi¢ wptyw polaryzowalnosci
liganda na przekrdj czynny na absorpcje dwufotonowg?

W pracy postawiono hipoteze, ze Agio-DNA ma geometrig sferoidalng (jako superatom 8-
elektronowy), w przeciwienstwie do pretopodobnych struktur klastrow 6-elektronowych.
Czy ta zmiana symetrii geometrycznej moze by¢ przyczyna nietypowego zachowania Agis-
DNA przy wzbudzeniu lasererm femtosekundowym, ktére autorzy okreslili jako
wymagajace dalszych badan? Czy sferoidalny ksztatt moze faworyzowaé procesy
upkonwersji kosztem czystej absorpcji dwufotonowej?

Choé klastry Agn-DNA sg rozpuszczalne w wodzie i wykazujg duzy potencjat w
bioobrazowaniu, ich wiaéciwoséci optyczne silnie zalezg od sekwencji DNA. Jak stabilne sg
parametry i jasno$¢ dwufotonowa w warunkach zmiennego pH, sity jonowej lub w
obecnosci biatek komérkowych, ktére mogtyby oddziatywac z otoczks DNA klastra?
Dlaczego wybrano wiasnie symetryczna strukture D—A-D? Czy dodanie drugiego ramienia
z grupg miato na celu jedynie przesuniecie batochromowe, czy spodziewano sie
specyficznego "zakotwiczenia" czgsteczki w dwdch sasiednich  kieszeniach
hydrofobowych wiékna?

Dla Barwnika 2 w rozdziale 5 zaobserwowano, ze przy wzroscie stezenia amyloidu na
widmie wzbudzenia jednofotonowego pasmo przy ok. 450 nm zanika, a pojawia sie nowe
pasmo przy 550 nm. Jaka jest fizykochemiczna natura tego nowego pasma? Czy moze
ono wynika¢ z tworzenia specyficznego kompleksu, czy tez ze zmiany stanu agregacji
samego barwnika po zwigzaniu z wtbknem?

Jak 5% dodatek DMSO uzyty w badaniach ma sie do planowanych testéw in vivo?

Powyzsze uwagi krytyczne i komentarze w zaden sposéb nie umniejszajy osiggnie¢ Autorki.

Nie ulega watpliwosci, ze rozprawa zostata przygotowana przez osobe posiadajgcy dogiebng

wiedze w omawianym obszarze tematycznym. Jestem pod duzym wrazeniem zZnajomosci
przez Doktorantke réznorodnych zaawansowanych technik spektroskopowych, a takze Jej

umiejgtnosci precyzyjnego formutowania hipotez oraz wyciggania poprawnych wnioskéw.
Dyskusja wynikéw zostata przeprowadzona w sposéb dojrzaty i kompetentny. Nalezy réwniez

podkresli¢, ze praca wyréznia sie nie tylko wysokim poziomem merytorycznym, lecz takze

zostata przygotowana z duza starannoscia pod wzgledem jezykowym i redakcyjnym.



Konkluzja recenzji

Rozprawa doktorska mgr inz. Agaty Hajdy stanowi warto$ciowe i oryginalne opracowanie
po$wigcone znacznikom fluorescencyjnym stosowanym w mikroskopii jedno- i dwufotonowe;.
Przedstawione w niej rezultaty wnoszg istotny wktad w rozwoj tej tematyki, czego
potwierdzeniem s3 trzy publikacje w uznanych czasopismach naukowych. Uzyskane wyniki
majg zaréwno znaczenie poznawcze, jak i wyrazny potencjat praktycznego zastosowania.
Prace oceniam bardzo wysoko, doceniajgc jej poziom merytoryczny oraz staranne
przygotowanie redakcyjne. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Agaty Hajdy pt.
.Nowe znaczniki fluorescencyjne do mikroskopii jedno- | dwufotonowej ze szczeg6inym
uwzglednieniem wykrywania amyloidéw” w petni spetnia wymagania okreslone w art. 187
ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z
2024 r. poz. 1571) i wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow postepowania

doktorskiego.

Anna Lewandowska-Andratoj¢
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