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Autoreferat zawiera informacje o przebiegu kariery naukowej habilitanta, jego zatrudnieniu w réznych
jednostkach badawczych w kraju i za granicg. Habilitant omawia réwniez publikacje wchodzgce w sktad
cyklu habilitacyjnego pt. ,metody spektroskopii laserowej w detekcji agregatéw biatkowych i
peptydowych domieszkowanych znacznikami fluorescencyjnymi”.

Autoreferat

W roku 2009 ukonczytem jednolite studia inzynieryjno-magisterskie na Wydziale Chemii
Politechniki Wroctawskiej (kierunek: Biotechnologia, specjalnos¢: Molecular nano and biophotnics for
telecommunications and biotechnologies) oraz studia magisterskie z dyplomem magistra fizyki w Ecole
Normale Superieure de Cachan we Francji w 2010 roku. Po studiach odbytem trzymiesieczny staz na
Narodowym Uniwersytecie Australii w Canberze.

Nastepnie przeniostem sie do Szwecji, gdzie doktoryzowatem sie na Chalmers Tekniska Hogskola w
Goteborgu. W ramach umowy dwustronnej bytem rowniez doktorantem Politechniki Wroctawskie;j.
Podczas doktoratu odbytem miesieczny staz na Uniwersytecie Kalifornijskim Berkeley. Uczestniczytem
rowniez w licznych konferencjach miedzynarodowych gdzie bratem udziat w sesjach plakatowych lub jako
mowca ( miedzy innymi w RPA, Meksyku, Francji i Polsce). Prace doktorskg obronitem na Chalmers
Tekniska Hogskola w roku 2013, oraz na Politechnice Wroctawskiej w roku 2014.

Po doktoracie spedzitem dwa lata na Uniwersytecie Kalifornijskim w Santa Barbara w grupie
badawcze] laureata nagrody Nobla prof. Alana Heegera. W latach 2016-2017 pracowatem na Chalmers
Tekniska Hogskola w Szwecji. Po roku przeniostem sie do Polski, gdzie pracowatem na stanowisku adiunkta
w Instytucie Chemii Fizycznej, Polskiej Akademii Nauk. W IChF PAN pracowatem przez sze$¢ miesiecy.

Od sierpnia 2018 jestem zatrudniony na stanowisku adiunkta na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego w ramach grantu reintegracyjnego Marii Sktodowskiej-Curie. Pracuje nad wykorzystaniem
metod optyki laserowej do wykrywania zmian konformacyjnych w biatkach zwigzanych z chorobami
neurodegeneracyjnymi.

Mdj dorobek publikacji naukowych to 19 prac, z czego w 14 pracach jestem pierwszym autorem.
Wszystkie ukazywaty sie w wiodgcych czasopismach fizycznych i fizyko-chemicznych z ukierunkowaniem
na tematy wazne biologicznie i medycznie.

W wyniku agregacji biatka tworzg sie struktury B-harmonijki, ktore sg formg dominujgcg w
strukturze blaszek amyloidu. Blaszki amyloidu odpowiedzialne sg za rozwéj chordb neurodegeneracyjnych
takich jak choroba Alzheimera lub Parkinsona. Moja pierwsza praca nad zastosowaniem technologii
laserowe] do detekcji blaszek amyloidu ukazata sie na tamach prestizowego czasopisma Nature Photonics
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[1]. Jest to artykut, ktdéry ukazat sie w roku 2013 i zostat zawarty w mojej pracy doktorskiej. Publikacja ta
jest réwniez uwzgledniona w moim cyklu habilitacyjnym poniewaz zapoczgtkowata mojg prace z zakresu
zastosowania spektroskopii laserowej i optyki nieliniowej w wykrywaniu struktur amyloidowych
powigzanych z neurodegeneracjy. Odbiega ona rdwniez tematycznie od gtdwnego nurtu pracy
doktorskiej, opartej o cykl 6 artykutow, z czego 5 artykutdow dotyczy analizy spektroskopowej struktury
DNA oraz oddziatywania DNA z interkalatorami. Praca w Nature Photonics jest efektem zmiany obszaru
badan, ktéry to odbiega od zagadnien, ktérymi zajmowatem sie podczas doktoratu pod opieka
promotordéw. Jest poczgtkiem mojej niezaleznosci naukowe;.

Zaprezentowany cykl publikacji naukowych [1-9] jest efektem prac prowadzonych przeze mnie w
latach 2013-2019 i tworzy dzieto naukowe zatytutowane ,metody spektroskopii laserowej w detekcji
agregatow biatkowych i peptydowych domieszkowanych znacznikami fluorescencyjnymi”.

W pierwszej kolejnosci cykl publikacji opisany jest w porzadku chronologicznym zaczynajgc od
publikacji z roku 2013. Nastepnie cykl podzielony jest na dwie czesci, w ktérych pokazuje sposdb dziatania,
kierunek badan jaki wytyczytem oraz proces dochodzenia do rezultatu koricowego opisanego cyklu
habilitacyjnego i zwiericzonego publikacjg z roku 2019 [9].

W publikacji [1] przebadatem witasnosci absorpcji nieliniowej biatek w postaci zagregowanej i
niezagregowanej. W pracy wykazatem silng korelacje pomiedzy struktura biatka i wzmocnieniem absorpcji
nieliniowej. Jako wyjasnienie zjawiska wzmocnienia absorpcji nieliniowej zaproponowatem oddziatywania
miedzy aminokwasami aromatycznymi tyrozyny, fenylalaniny i tryptofanu. Odlegtos¢ miedzy
aminokwasami aromatycznymi w zagregowanym biatku jest rzedu 3-4 A co prowadzi do efektéw
kooperatywnych i mozliwo$ci wzmocnienia absorpcji nieliniowej.

W publikacji [2] zbadatem oddziatywania dwdch enancjomerdow zwigzkéw metaloorganicznych
rutenu z blaszkami amyloidu. Zwigzki te do badan zostaty wybrane ze wzgledu na duze przekroje czynne
absorpcji dwutonowej oraz zjawisko optyczne nazywane ,przetgcznikiem swiatta”, co oznacza, iz w wyniku
oddziatywan z biomakromolekutami o charakterze hydrofobowym ich wydajnos¢ kwantowa fluorescencji
znaczgco wzrasta. Moje badania wykazaty iz jeden z enancjomerdéw wykazuje sie lepszym dopasowaniem
przestrzennym do kanalikéw na powierzchni f-harmonijek amyloidu. W wyniku lepszego dopasowania do
kanalikow amyloidu, enancjomer ten wykazuje wiekszg wydajnos¢ kwantowa fluorescencji niz druga
badana forma. Wieksza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji pozwala z kolei na wykrycie zwigzanego
fluoroforu z blaszkami amyloidu za pomocg dwufotonowo wzbudzanej fluorescenciji.

W publikacji [3] zaprezentowatem koncepcje dotyczgcg wykorzystania wzmocnieniem emisji
spontanicznej do detekcji blaszek amyloidu. Przy pompowaniu optycznym w pasmie absorpcji barwnika
zwigzanego do blaszek amyloidu, Stylben 420 wykazywat stymulowang emisje przechodzacg w laserowa
akcje randomiczng. Widma randomicznej akcji laserowej wykazywaty zaleznos¢ od struktury blaszek
amyloidu.

Publikacja [4] dotyczyta badania oddziatywan miedzy polifluorenem i blaszkami amyloidu. Polimery
to czgsteczki zbudowane z dtugich fancuchéw zawierajacych sprzezone wigzania wielokrotne. Struktura
taka prowadzi do duzych wzmocnien absorpcji nieliniowej. Przy jednoczesnie dobrej wydajnosci
kwantowej fluorescencji, polimery sg atrakcyjnymi znacznikami blaszek amyloidu. Mogg by¢ wykrywane
za pomocg optycznych technik wielofotonowych.



Jak wykazatem w pracy, w wyniku oddziatywan z blaszkami amyloidu dochodzi do agregacji polimeréw na
powierzchni blaszek i dodatkowych wzmocnien przestrzennych absorpcji dwufotonowej. Jednak
agregacja polimeru i przeniesienie fadunku pomiedzy aminokwasami w strukturze amyloidu i faicuchami
polimeru powoduje silne wygaszanie fluorescenciji.

W pracy [5] przebadatem fluorofor Rodaminy 6G w obecnosci dwéch biatek, insuliny i lizozymu,
ktore w warunkach denaturacji tworzg blaszki amyloidu o réznych morfologiach. Wykazatem korelacje
miedzy agregacjg biatka i agregacjg fluoroforu przytgczonego do powierzchni blaszek amyloidu. W zwigzku
z tym stopnien agregacji fluoroforu wptywa na prég generacji wzmocnienia emisji spontanicznej. We
whnioskach pracy zaproponowatem, iz generacja wzmocnienia emisji spontanicznej w obecnosci
agregatow biatka zalezy od trzech czynnikow: wydajnosci kwantowej fluorescencji agregatéw fluoroforu
przytaczonego do blaszek amyloidu, stopnia agregacji fluoroforu oraz stopnia rozproszen swiatta
odmiennych form strukturalnych agregatow biatka. Dopiero sprzezenie tych trzech paramentéw pozwala
zrozumieé¢ i wyttumaczyé zjawisko optyczne wzmocnienia emisji spontanicznej we fluoroforach
zmieszanych z biatkami i agregatami biatkowymi.

W pracy [6] zjawisko optyczne wzmocnionej emisji spontanicznej w Rodaminie 6G, zostato
wykorzystane do detekcji oligomerdéw amyloidu tworzgcych sie w pierwszej fazie agregacji biatka tzw. fazie
nukleacji. W pracy tej zestawitem wyniki pomiaréw emisji spontanicznej z wynikami wzmocnionej emisji
spontanicznej dla tych samych prébek biatka z barwnikiem. Tylko generacja wzmocnionej emisji
spontanicznej pozwala na osiggniecie odpowiedniej czutosci potrzebnej do rozréznienia wczesnych form
agregatow biatkowych od natywnych biatek i dojrzatych fibryli.

W pracy [7] wykorzystatem femtosekundowg ultraszybky spektroskopie do przeanalizowania
standw wzbudzonych barwnika Fluoresceiny zwigzanego kowalencyjnie do N-korica peptydu. Peptydy
wykorzystane w badaniu tworza rézne konfiguracje utozenia B-harmonijek wzgledem siebie. Fluorofor
dotgczony na N-koncu nasladowat utozenie B-harmonijek w agregatach peptydowych, ktdre organizuja sie
w tzw. struktury zamkow sterycznych. Takie podejscie badawcze pozwolito przesledzi¢ dynamike stanéw
wzbudzonych Fluoreceiny z uwzglednieniem utozenia B-harmonijek w strukturze zamkéw sterycznych. Do
badania dynamiki stanéw wzbudzonych Fluoresceiny w agregatach peptydowych zostata zastosowana
spektroskopia czasowo-rozdzielcza oraz w szczegdlnosci technika pompa-sonda. Ze wzgledu na sprzezenie
pomiedzy fluoroforami wynikajgce z niewielkich odlegtosci przestrzennych w agregacie (kilka
angstremow) dynamika stanéw wzbudzonych byta zalezna od organizacji fluoroforu w strukturze zamka
sterycznego. Relaksacja ze stanu wzbudzonego trwata od kilkuset femtosekund do kilkudziesieciu
pikosekund. Na tej podstawie wyciggnatem wnioski iz zastosowanie spektroskopii ultraszybkiej do badania
procesow relaksacyjnych moze przyczynié sie do optycznego rozpoznania réznych utozen przestrzennych
B-harmonijek w strukturze zamkow sterycznych.

W pracy [8] wykorzystatem popularny polimer politiofen i techniki czasowo-rozdzielcze do
wykazania, iz gtdwng przyczyng wygaszana emisji polimerdw w wyniku oddziatywania z blaszkami
amyloidu jest wewnetrzne skrecenia sie tafnicuchdw, ktére powoduje zanik sprzezenia wigzan. Zjawisko to
zostato zestawione z popularnym znacznikiem fluorescencyjnym amyloiddw, tj. Tioflawing T. Tioflawina T
nalezy do grupy zwigzkéw tzw. rotoréw molekularnych. W wyniku oddziatywania z B-harmonijkami
amyloidu rotacja pierscieni aromatycznych wzgledem siebie zostaje zablokowana. W efekcie Tioflawina T
wykazuje silne wzmocnienie emisji wynikajgce z zablokowania przeniesienia tadunku ze stanu
wzbudzonego do stanu ciemnego, nieradiatywnego TICT (z ang. twisted internal charge transfer). W



Tiolfawinie T zwigzanej z blaszkami amyloidu relaksacja zachodzi wéwczas ze stanu wzbudzonego LE (z
ang. locally excited state). Porownanie dwéch fluoroforéw, polimeru politiofenu oraz barwnika Tioflawiny
T, wykazato iz mechanizm wigzania z blaszkami amyloidu jest kluczowy do osiggniecia wysokiej wydajnosci
kwantowej fluorescencji. W wyniku oddziatywan z blaszkami amyloidu w polimerach nastepuje silne
wygaszenia fluorescencji zwigzane z agregacjg polimeru, natomiast w barwnikach mechanizm wigzania
moze znacznie poprawi¢ wydajnos¢ kwantowg fluorescencji.

W pracy [9], przebadatem oddziatywanie barwnika Kumaryny 307 z biatkiem lizozymu w formie
natywnej i zagregowanej. Zastosowatem wzbudzenie dwufotonowe w zakresie spektralnym bliskiej
podczerwieni, do generacji wzmocnionej emisji spontanicznej. Wyniki prac zaprezentowane w publikacji
pokazaty iz wzmocniona emisja spontaniczna zachodzi przy wzbudzaniu dwufotonowych przy
jednoczesnym zachowaniu duzego poziomu czutosci w detekcji blaszek amyloidu. Podejscie to pozwala na
detekcje agregatéw o rdznej morfologii oraz badanie probek na réznym etapie agregacji biatka z
wykorzystaniem mniej inwazyjnych metod opartych na optyce nieliniowej i wzbudzeniu dwufotonowym
w bliskiej podczerwieni.

Cykl habilitacyjny sktada sie z dwdch czesci. Czes¢ pierwsza oparta jest o prace [1, 2], [4], [7], [8].
Dotyczy badan nad wykorzystaniem réznych metod spektroskopowych do analizy oddziatywan blaszek
amyloidu z réznego typu organicznymi znacznikami fluorescencyjnymi. Przebadanych zostato piec
rodzajow znacznikdéw blaszek amyloidu: naturalne aminokwasy aromatyczne wbudowane w sekwencje
biatka (tyrozyna, fenylalanina, tryptofan) [1], zwigzki metaloorganiczne rutenu [2], polimery [4, 8],
fluorofory przytgczone kowalencyjnie do N-konica peptydéw [7] oraz fluorofory oddziatujgce
elektrostatycznie z blaszkami amyloidu [8]. Wyniki tych prac wykazaty, ze witasnosci fotofizyczne
znacznikdw s3g zalezne od struktury amyloidu oraz mechanizmu oddziatywania. Na podstawie
otrzymanych rezultatéw grupa fluoroforéw organicznych oddziatujgcych elektrostatycznie z blaszkami
amyloidu nadawata sie najlepiej do zastosowania optyki laserowej i optycznego zjawiska wzmocnionej
emisji spontanicznej do wykrywania agregacji biatek.

Prace [3], [5, 7], [9], sktadajg sie na drugy czes¢ cyklu. Fluorofory Stylben 420, Rodamina 6G i

Kumaryna 307, zostaly przebadane pod katem mozliwosci wykorzystania ich jako znaczniki blaszek
amyloidu. Trzy wymienione fluorofory to rowniez barwniki laserowe. Wykorzystano ich dobrg wydajnos¢
kwantowg fluorescencji i przeanalizowano zjawisko wzmocnionej emisji spontanicznej, stymulowanej
emisji oraz randomicznej akcji laserowej w obecnosci agregatéw biatkowych. Celem byto przebadanie
czutosci detekcji opartej na zjawisku optycznym wzmocnionej emisji spontanicznej oraz sprawdzenie
mozliwosci wykrywania blaszek amyloidu w sposéb mozliwie najmniej inwazyjny za pomocy technik
opartych na optyce nieliniowe;j.
Zakres spektralny bliskiej podczerwieni jest nazywany oknem biologicznym, gdyz woda wykazuje
najmniejszg absorpcje i Swiatto ma mozliwos¢ gtebszej penetracji tkanki jednoczesnie nie uszkadzajac je;.
Jest to wysoce pozadana technologia w badaniu uktadow biologicznych i diagnostyce. Jednoczesnie
rozwijane sg metody odznaczajgce sie duzg czutoscig detekcji. W drugiej czesci cyklu habilitacyjnym
przedstawiam mozliwos¢ zastosowania wzmocnienia emisji spontanicznej wzbudzanej dwufotonowo w
bliskiej podczerwieni do skutecznego wykrywania blaszek amyloidu.

Praca [1] zostata przygotowana pod koniec mojej pracy doktorskiej i byta wstepem do badan nad
agregacjg biatek. Po obronie pracy doktorskiej w Szwecji na Chalmers, a nastepnie w Polsce na
Politechnice Wroctawskiej, otrzymatem prestizowy grant Szwedzkiej Rady Naukowej (VR) oraz projekt



przyznany przez Chalmers Area of Advance na kontynuacje badan nad wykrywaniem blaszek amyloidu
metodami optycznymi. W ramach tych grantéw powstaty prace [2, 3, 4, 5, 6, 7]. W latach 2017-2018
zrealizowatem projekt badawczy sfinansowany przez Fundacje na Rzecz Badan Mézgu (z ang. International
Brain Research Organization (IBRO)). W wyniku przeprowadzonych badan w ramach grantu IBRO powstata
praca numer [8]. Obecnie jestem kierownikiem grantu Unii Europejskiej FP7 Maria Sktadowska-Curie
(MSCA) Fellowship. W czasie trwania projektu MSCA powstata praca [9]. Oba granty MSCA i IBRO zostaty
przyznane mi na powrét do kraju i kontynuacje badarn nad zastosowaniem metod optyki laserowej w
detekcji i analizie strukturalnej blaszek amyloidu. Zostatem réwniez kierownikiem polskiej czesci projektu
ztozonego do programu Unii Europejskiej finansujgcego badania dotyczgce choréb neurodegeneracyjnych
(z ang. EU Joint programme — neurodegenerative disease research (JPND)). Wielonarodowy projekt
zaktada wspodtprace zespotéw naukowych z szesciu panstw w ramach konsorcjum skupiajgcego sie na
wczesnym wykrywaniu symptomdéw neurodegeneracji i oligomerdw biatka. Projekt ten jest finansowany
z budzetu NCN oraz Unii Europejskiej w ramach funduszy JPcofuND 2.

Jestem laureatem stypendium dla wybitnego mtodego naukowca przyznawanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Jestem rowniez laureatem programu START Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej i pierwszej nagrody im. Barbary Skargi, ktérg otrzymatem za odwazne przekraczanie granic
roznych dziedzin nauki, ktére otwierajg nowe perspektywy badawcze i tworza nowe wartosci w nauce.
Otrzymatem réwniez nagrode Prezydenta Wroctawia za wybitne osiggniecia naukowe.

Dziedzina wczesnej diagnostyki choréb neurodegeneracyjnych, ktdérg nieprzerwanie zajmuje sie od
8 lat, zostata okre$lona jako priorytetowa w badaniach naukowych w krajach cztonkowskich Unii
Europejskiej z powodu problemu starzenia sie ludnosci Europy. Wyniki moich badan, udokumentowane
publikacjami oraz zdobytym finansowaniem z rdéznych instytucji krajowych i miedzynarodowych,
potwierdzajg moje zaangazowanie w tematyke zwigzang z chorobami mdézgu. Wspétpracuje i rozwijam
badania z wiodgcymi osrodkami badawczymi w kraju i na swiecie w dziedzinie optyki laserowej oraz
mozliwosci jej zastosowania do badan nad strukturg blaszek amyloidu i diagnostyki chordb
neurodegeneracyjnych.

W zwigzku z osiggnieciami naukowymi i dorobkiem sktadam wniosek do Rada Doskonatosci
Naukowej z prosbg o rozpatrzenie wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Prace zawarte w cyklu habilitacyjnym pt. ,metody spektroskopii laserowej w detekcji agregatow
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