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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. in. Patryka Obstarczyka „Amyloids bio-imaging: two-

photon excited autofluorescence and multimodal gold nanoclusters" powstalej pod 

kierunkiem dr hab. inz. Joanny Olesiak-Batiskiej na Wydziale Chemii Politechniki 

Wroclawslciej. 

Nanowlolma amyloidowe — uporz4dkowane, 13-kartkowe agregaty bialek tub peptydow 

wykazuj4ce charakterystyczny wzor dyfrakcji rentgenowskiej (tzw. cross-fl) od kilku ju2 

dekad s4 obiektem intensywnych badan prowadzonych przez biofizykow i biologow 

strukturalnych. Tlem dla nieslabwego zainteresowania tymi strukturami jest ich powigzanie 

z szeregiem chore") degeneracyjnych, w ktorych nieprawidlowo zwinicte bialka odkladaj4 sic 

w formie zlogow amyloidowych w rotnych tkankach. W§rod kilkudziesicciu chorob z tej 

grupy 54 m.in. choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, cukrzyca typu II, ale rowniet pewne 

choroby nowotworowe. Co istotne, najbardziej toksyczn4 form4 bialka nie musi bye wcale 

samo w161cno amyloidowe — role te czcsto spelnia pogredni stan strulcturalny powstajacy 

przej§ciowo na gcie2ce amyloidogennych przemian konformacyjnych. Z drugiej strony, 

niezwykla stabilnoge termodynamiczna i mechaniczna nanowlokien amyloidovvych 

powstalych z niepatogennych bialek jest czesto wykorzystywana przez Zywe organizmy (jak 

to sic dzieje w przypadku ludzkiego PMEL17, czy bakteryjnych fimbrii spiralnych). 

Abstrahuj4c od biomedycznego aspektu tych badañ, procesy amyloidogenezy rotnych bialek / 

peptyd6w mon biec przez mechanicystycznie podobne etapy: pierwotne zarodkowanie 

agregatu, kt6re mote bye poprzedzone separacj4 faz ciecz-ciecz (efekt LLPS), elongacjc 

protofilamentow, i, wreszcie, ich lateralne splatanie sic w dojrzale wlokna amyloidowe. Co 

ciekawe, malcromolekulama samoorganizacja amyloidow mote biec dalej prowadzqc do 
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superstruktur o milcrometrycznych rozmiarach, takich jak sferolity, ktore w szczegolny 

sposob przykuly uwage mgr. int. Patryka Obstarczyka prowadzqcego swoje badania pod 

kierunkiem prof. Olesiak-Batiskiej. 

Napisana w jezyku angielskim i liczqca sobie 125 stron rozprawa „Amyloids bio-

imaging: two-photon excited autofluorescence and multimodal gold nanoclusters" jest 

ustrukturyzowana wg. kilku glownych pytati i hipotez postawionych przez Autora, a w 

szczegolnoAci: [i] na ile parametry anizotropii wzbudzonej dwufotonowo auto-fluorescencji 

sferolitycznych superstruktur modelowego amyloidu mogq bye skorelowane z geometriq ich 

przestrzennej organizacji, [ii] czy odpowiednio sfunkcjonalizowane luminescencyjne nano-

klastry zlota mom bye wykorzystane do multimodalnego obrazowania (fluorescencja + 

mikroskopia elektronowa) tego rodzaju obiektOw. DuZym nakladem pracy i przy 

zastosowaniu calej gamy metod optycznych (przede wszystkim zaawansowanej spektroskopii 

fluorescencyjnej, ale take spektroskopii absorpcyjnej UV-VIS i w podczerwieni), oraz 

mikroskopowych (AFM, EM) uzyskano szereg bardzo ciekawych wynikow badawczych 

przedstawionych w tej rozprawie. Jej Autorowi udalo sic m.in. wykazao silnq anizotropie 

dwufotonowo wzbudzanej auto-fluorescencji sferolitu zbudowanego z amyloidowych 

wlokien insulinowych. Jest to jeden z wielu wartogciowych wynikow badawczych zawartych 

w tej przejrzykie i zwietle napisanej rozprawie. Co istotne, kluczowe rezultaty badan 

prowadzonych przez mgr. in. Obstarczyka zostaly przedstawione w trzech artykulach 

opublikowanych przez renomowane czasopisma (w§rod nich w prestiZowym The Journal of 

Physical Chemsitry Letters, ACS) towarzyszqcych rozprawie; we wszystkich trzech mgr. in. 

Obstarczyk jest pierwszym autorem . 

W tym miejscu chcialbym przej§e do bardziej szczegolowych, merytorycznych kwestii 

(kolejno§e ich postawienia nie musi oddawae kalibru problemu): 

1. Na stronie 15 rozprawy Autor pisze „.. Up to the present day, roughly 50 proteins 

or peptides are known to form amyloid fibrils ( e.g. amyloid-fl peptide, tau protein, 

a-synuclein, insulin, and lysozyme.." Liczba ta jest zdecydowanie niedoszacowana. 

Eksperymentalnie potwierdzona amyloidogenno§e dotyczy ju2 zapewne tysiecy 
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sekwencji aminokwasowych bialek i peptyclow; —50 mote bye blitsze liczbie 

jednostek chorobowych, w ktorych amyloidy sq. rozpoznane jako czynnik 

patogenny. 

2. Wspominany na str. 22 model strukturalny amyloidu insuliny zaczerpniety z pracy 

Jimenez et al. z 2002 roku jest problematyczny. 0 ile zrekonstruowane w oparciu 

o dam cryo-EM boczne splatanie sic protofilamentow w fibryle wytszego rzgclu 

pozostaje bersporne, o tyle „odgadnicta" i przedstawiona tam ultrastruktura 

pojedynczego protofilamentu insuliny (z naprzemiennym ustawieniem P-strandow 

laticuchow A i B) nie przetrwala pray czasu (jest w konflikcie m.in. z 

poZniejszym modelem zamka sterycznego wg. D. Eisenberga i 

wspolpracownikow). 

3. Emergentna auto-fluorescencja amyloidow w zakresie b. bliskiego nadfioletu 

pozostaje wciqt tajemniczym zjawiskiem. Przypuszczalnie dalekozasiegowe 

sprzeganie sic momentow przejkia bialkowych chromoforow (niekoniecznie 

aromatycznych) pozostajqcych wzglcdem siebie w (kwazi)translacyjnej relacji jest 

warunkiem jego zaobserwowania (tak, jak to sic dzieje w lcrysztalach 

wykazujqcych tzw. aggregation-induced emmision). W tym kontekkie, 

zaobserwowanie auto-fluorescencji w nieustrukturyzowanych / fluktuujqcych 

stanach pogrednich byloby zaskakujqce (patrz dyskusja m.in. na stronie 87, 90). 

4. Zastanawiam sic na ile „korpulentnok" funkcjonalizowanych nano-klastrow zlota 

w porownaniu do plaskich (np. Congo Red) lub latwo planaryzujqcych sic (np. 

ThT) konwencjonalnych sond molekularnych wykazujqcych selektywne 

powinowactwo wobec amyloidu mote wplywad na stabilno§e sferolitOw (kwestia 

wypelniania / „rozpychania sic" sondy w przestrzeniach miedzy indywidualnymi 

fibrylami). Jaki jest szacunkowy Rho. (promieli hydrodynamiczny) nanoklastrow 

ziota modyfikowanych eterem koronowym stosowanych w pracy? 

5. Zastanawiajq mnie rownie2 bardzo dute ro2nice w widmach IR Aq-GNC i Ch-

GNC (Ryc. 47). Nie wiem na ile efekty solwatacyjne mogq je tlumaczye. Czy jest 

motliwe by koniugaty rozpuszczone w wodzie i chloroformie mogly miee trochc 
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inny sklad chemiczny (np. przez zro2nicowanq rozpuszczalno§e ubocznych 

produktow syntezy, etc.. w wodzie/fazie organicznej i selektywna elucje 

zanieczyszczenia). 

6. Jaldcolwiek rozprawe czyta sic z przyjemno§cia, jej Autor nie ustrzegl sic jednalc 

pewnych bleclow / pomylek, ktorych nie wychwycila najwyra2niej koncowa 

redakcja. I tak na przyklad: [i] w legendzie Ryc. 1: diffraction  a the refraction; 

reflex, a nie pattern; [ii] definicja wydajno§ci kwantowej fluorescencji — str. 47 — 

wymaga korekty; [iii] wreszcie pewne zdania m.in. ze stron 2 i 66 uczulaja nas na 

to, jak ograniczonym zaufaniem nale2y darzy6 narzedzia typu spell-check. 

Jednak wszystkie poruszone w moich komentarzach i pytaniach kwestie nie zmieniaja 

wysokiej oceny pracy „Amyloids bio-imaging: two-photon excited autofluorescence and 

multimodal gold nanoclusters" wnoszacej cenny wklad w zrozumienie wlagciwogci 

optycznych i strukturalnych agregat6w amyloidowych i przyczyniajacej sic do rozwoju metod 

stosowanych na tym polu badati. 

Podsumow-ujac: stwierdzam, Ze recenzowana praca calkowicie spelnia warunki i 

wymogi stawiane pracom doktorskim, zgoclnie z odpowiednimi przepisami prawa (w 

szczegolno§ci okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie 

wyZszym i nauCe (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z po2n. zm.) i normami zwyczajowymi. 

Stwierdzam, iZ dorobek naukowy Doktoranta i jego postawa akademicka w pelni uzasadniaja 

nadanie mu stopnia naukowego doktora i wnosze o dopuszczenie mgr. ink. Obstarczyka do 

dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Ponadto, biorac pod uwage wysoka jakok uzyskanych wynikow naukowych, 

doskonale portfolio publikacyjne Doktoranta (w tym rownieZ publikacje nie zwiazane 

bezpo§rednio z rozprawa) oraz jego postawe akademicka wnosze o wyro2nienie rozprawy. 

/ Wojciech Dzwolak 
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