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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr inz. Manueli GRELICH-MUCHY
pt. ,,Amyloids: correlating autofluorescence in one- and
two-photon regimes with morphology and secondary structure”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Manueli Grelich-
Muchy zostala przygotowana na Wydziale Chemii Politechniki Wroctawskiej pod opieka
dwoch promotoréw: dr hab. inz. Joanny Olesiak-Banskiej, prof. PWr, oraz prof. Vladimira
Torbeeva z Uniwersytetu w Strasburgu (Francja). Rozprawa doktorska obejmuje niezwykle
interesujace badania interdyscyplinarne z obszaru chemii, inzynierii materiatowej, biologii
strukturalnej oraz spektroskopii. Gléwnym celem pracy jest synteza i zbadanie struktur

bialkowych amyloidow z wykorzystaniem zaawansowanych metod spektroskopowych.

Amyloidy to biatkowe struktury o charakterystycznej, uporzagdkowanej konformacji -
harmonijki, odznaczajace si¢ duza odpornoscia na proteolize. Powstaja w wyniku
nieprawidlowego faldowania polipeptydow, co moze by¢ indukowane zmianami pH,
temperatury, stresem mechanicznym lub oksydacja. Agregacja biatek prowadzi do tworzenia
nierozpuszczalnych widkien amyloidowych, ktore w organizmie cztowieka mogg odktadac sie
w tkankach, przyczyniajac si¢ do rozwoju amyloidoz i chordb neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Wczesne wykrywanie struktur amyloidowych ma
kluczowe znaczenie w kontekScie rozwoju wspominanych choréb. Amyloidy wykazuja
interesujace wlasciwosci optyczne, po wzbudzeniu w zakresie 340-380 nm emituja sygnat
autofluorescencji w swietle widzialnym w zakresie od 440—530 nm. Cho¢ istnieje kilka hipotez
dotyczacych mechanizmu tej emisji, jej zrédto pozostaje nie do konca poznane. Zjawisko
autofluorescencji przy wzbudzeniu wielofotonowym jest slabo zbadane, a lepsze poznanie

nieliniowych wlasciwosci optycznych amyloidow moze umozliwi¢ ich wykrywanie metoda in
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vivo. Z tego punktu widzenia podjeta w rozprawie doktorskiej tematyke badawcza

uwazam za niezwykle istotna i aktualna.

Recenzowana rozprawa doktorska ma uktad klasycznej dysertacji, zostala napisana w
jezyku angielskim i liczy 146 stron. Zasadnicze czgsci rozprawy obejmuja: streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, wstep - w ktorym przedstawiono hipotezy badawcze, czgs¢
literaturowa (37 stron), badania wlasne z omowieniem wynikow (59 stron), podsumowanie i
dyskusje (5 stron) oraz spis literatury (15 stron, facznie 240 pozycji). Rozprawe uzupeiniaja:
spis tresci, wykaz skrotow, wykaz dorobku naukowego Kandydatki oraz sekcja Publishing
Statements, zawierajaca informacje o wktadzie Autorki w przygotowanie poszczegolnych tabel

1 rysunkow zamieszczonych w pracy.

Cze¢s$¢ literaturowa pracy doktorskiej sktada si¢ z trzech gléwnych podrozdzialow
bedacym wprowadzeniem do tematyki badawczej. Podrozdziat 1 zawiera podstawy teoretyczne
dotyczace procesOw optycznych jedno- i wielofotonowych, a takze definiuje kluczowe
parametry fluorescencji: czas zycia oraz wydajnos¢ kwantowa. Kolejne czgsci poswigcone sg
procesom dwufotonowym (2PA, 2PEF), stanowigcym istotny element badan. Autorka
wyjasnia, ze w warunkach wysokiego strumienia fotonéw, uzyskiwanego za pomoca laserow
impulsowych o czasie trwania impulsow w zakresie piko- i femtosekund, mozliwa jest
jednoczesna absorpcja dwoch fotonow, ktorej suma energii odpowiada przerwie energetycznej
miedzy stanem podstawowym a wzbudzonym. Wreszcie, w cz¢$ci poswigconej metodom
wyznaczania przekroju czynnego absorpcji dwufotonowej (62), Doktorantka omawia zaréwno
metody bezposrednie (np. technika Z-scan), jak i posrednie, oparte na zjawisku fluorescencji.
W podrozdziale 2 zostaty z kolei omdwione podstawy teoretyczne dotyczace peptydow i biatek,
w tym syntez¢ peptydow w roztworze oraz w ciele stalym, hierarchiczng budowe bialek, a takze
procesy prawidtowego 1 nieprawidlowego ich fatdowania sie, ktore maja kluczowy wptyw na
ich wlasciwosci. Podrozdzial ten jest niezwykle ciekawy z punktu widzenia znaczenia i
zastosowania struktur biatkowych. W koncu podrozdziat 3 stanowi przeglad aktualnego stanu
wiedzy na temat amyloidow. W czesci tej, Autorka w przystepny i tresciwy sposob przedstawia
najwazniejsze informacje dotyczace ich struktury (wtdkna, sferulity), funkcji oraz zjawiska
polimorfizmu, a takze stosowanych metody ich charakteryzacji (XRD, TEM, AFM, SEM,

ATR-FTIR). Kolejna czg$¢ zostala poswigcona wyjasnieniu ich  wlasciwosci
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autofluorescencyji, z uwzglednieniem gtownych hipotez tlumaczacych mechanizm tego
zjawiska. Doktoranta szczeg6lng uwage poswigca tu roli krotkich wigzan wodorowych oraz
oddzialtywan z udziatem grup karbonylowych (CO), ktéore moga odpowiada¢ za wystepowanie
niearomatycznej autofluorescencji. Autorka omawia rdéwniez najwazniejsze metody
obrazowania amyloidow z wykorzystaniem klasycznych barwnikéw, takich jak tioflawina T i
czerwien Kongo, a takze przedstawia mozliwosci ich detekcji in vivo przy uzyciu

fluorescencyjnych sond dzialajacych w zakresie bliskiej podczerwieni.

Podsumowujac cze$¢ teoretyczna, ktora Kandydatka okreslita jako Wprowadzenie,
oceniam j3 bardzo pozytywnie. Uktad pracy jest przejrzysty i logiczny, a poszczegdlne
rozdziaty tworza spojna catos¢, utatwiajac czytelnikowi zrozumienie zarowno teoretycznych
podstaw, jak i wynikow badan. Cato$¢ swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym
Doktorantki, ktora w sposob systematyczny 1 klarowny przedstawia podstawy fizyczne i
metodyczne niezbedne do dalszych badan eksperymentalnych. Na uwage zashuguje estetyka tej
czesci pracy, rysunki sg czytelne i starannie opracowane, a tekst napisany jest jasnym i
poprawnym jezykiem. Kandydatka w czesci literaturowej cytuje az 173 pozycje literaturowe,
w tym publikacje z czasopism o wysokim wspodtczynniku wptywu, co dowodzi, ze podjeta

tematyka badawcza jest zaro6wno istotna, jak 1 aktualna.

Zauwazam jednak, ze w tej czeSci zabraklo glebszego wyjasnienia oraz wyraznego
rozroznienia dwdch pojec, fluorescencji i autofluorescencji, z ktorych to drugie jest kluczowym
przedmiotem badan eksperymentalnych. Ponadto w cze¢sci teoretycznej nie zostato doktadnie
omoOwione zjawisko epimeryzacji (Rysunek 4). Mam réwniez pytanie dotyczace opisanej na
stronie 28 strategii konwergencji (Rysunek 5) — w jaki sposob w praktyce przeprowadza si¢
izolacje 1 sprzeganie w roztworze poszczegolnych fragmentéw budulcowych biatek?
Szczegdtowe wyjasnienie tych kwestii pomogloby lepiej zrozumie¢ przedstawiong
metodologi¢ syntezy peptydéw. Pomimo tych drobnych uwag, w mojej opinit Wprowadzenie
W sposob przejrzysty i jednoznaczny przedstawia aktualny stan wiedzy na temat amyloidow
oraz stanowi solidng podstawe do sformutowania hipotez badawczych, ktore Autorka jasno

sprecyzowala w postaci gtobwnych postulatéw, przedstawionych w pracy na stronie 15.
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Analizujac cze¢$¢ doswiadczalng, warto zaznaczyC, ze badania przedstawione w pracy
cechujg si¢ duza spdjnosciag i1 konsekwencja — zardwno w zakresie planowania i
przeprowadzenia eksperymentow, jak i w starannym doborze metod analitycznych stuzacych
do charakterystyki uzyskanych struktur biatkowych. Taki sposéb realizacji badan swiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz Jej bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia
badan na wysokim poziomie, takze w srodowisku miedzynarodowym. Cze$¢ eksperymentow,
w tym dotyczacych syntezy struktur biatkowych, zostala zrealizowana przez Kandydatke w

trakcie kilku stazy na Uniwersytecie w Strasburgu we Francji.

W pracy doktorskiej w celu otrzymania wybranych peptydow zastosowano syntez¢ w fazie
statej (SPPS) z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego (reaktor Liberty Blue, CEM),
przy uzyciu komercyjnie dostepnych reagentéw. W kolejnym etapie otrzymane zwigzki zostaly
oczyszczone 1 analizowane przy uzyciu wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej (HPLC)
w trybie analitycznym i preparatywnym oraz spektrometrii mas sprz¢zonej z chromatografia
cieczowa (LC-MS). Potwierdzenie struktury oraz badania morfologii opracowanych zwigzkéw
wykonano przy uzyciu mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz spektroskopii ATR-FTIR.
Badania optyczne przeprowadzono metodami absorpcyjnej i fluorescencyjnej spektroskopii.
Dodatkowo, w celu oceny stabilno$ci i wihasciwosci molekularnych badanych uktadow,
zastosowano symulacje dynamiki molekularnej (MD) w $rodowisku GROMACS z

wykorzystaniem odpowiednich modeli B-kartkowych.

Jednym z wazniejszych osiggnie¢ Doktorantki, byly wyniki zaprezentowane w
podrozdziale 5 czesci doswiadczalnej, dotyczace autofluorescencji enancjomerycznie czystych
fibryli amyloidowych L- i D- oraz ich mieszaniny racemicznej. Pani Manuela byla
odpowiedzialna zaréwno za otrzymanie i oczyszczenie odpowiednich zwigzkéw, jak 1 ich
charakterystyke. Badanym peptydem byt fragment transtyretyny 105-115 (TTR(105-115))
funkcjonalizowany na koncu N-grupa o-aminowa, a na koncu C-grupa amidowg. W
eksperymencie porownano wlasciwosci optyczne i strukturalne otrzymanych probek czystych
enancjomerow oraz ich mieszaning racemiczng w stosunku molowym 1:1. Wykazano wyrazne
réznice morfologiczne w obu przypadach, wldkna enancjomeryczne tworzyly helikalne
struktury, natomiast mieszanina racemiczna przyjmowata forme¢ tasmowata. Widma ATR-

FTIR ujawnity obecnos¢ struktur B-kartki: rownolegtej w probkach enancjomerycznych oraz
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antyrownoleglej w probce racemicznej. Symulacje dynamiki molekularnej potwierdzity duza
stabilno$¢ strukturalng widkien racemicznych, z uporzadkowang siecig wigzan wodorowych i
dobrze upakowanym rdzeniem hydrofobowym. Doktorantka zaobserwowata, ze wszystkie
badane probki wykazuja autofluorescencje, przy czym widkna racemiczne majg przesunigcie
maksimum autofluorescencji ku krotszym dlugosciom fal, co powigzala z odmienng
organizacja struktury drugorzedowej i wystepowaniem gestej sieci wigzan wodorowych. Na
podstawie przeprowadzonych badan Doktoranta sformutowala gléwny wniosek, iz
przesunig¢cie widma autofluorescencji pomigdzy probkami enancjomerycznymi a racemiczng
determinowane jest roznicami w morfologii oraz organizacji struktur B-harmonijki w
analizowanych ukladach. W ten sam sposéb potwierdzita jedng z kluczowych hipotez

sformutowanych w niniejszej pracy doktorskie;j.

W kolejnej czesci pracy doktorskiej Kandydatka kontynuowata badania nad fragmentem
peptydu TTR(105-115), rozszerzajac je o analize jego zmodyfikowanych wariantow, w
ktorych oba konce zakonczono ré6znymi grupami funkcyjnymi, na koncu N zastosowano grupy
a-amino, N-acetylo-a-amino lub N,N-dimetylo-a-amino, natomiast na koncu C grupg amidowa
lub karboksylowg. Od strony eksperymentalnej zastosowane metody badawcze byly zblizone
do wczesniejszych etapow, natomiast sama analiza obje¢ta nowe uktady peptydowe o podobne;j
strukturze biatkowej. Szczegotowy opis tych badan przedstawiono w podrozdziale 6. Badania
prowadzono zar6wno na probkach enancjomerycznych, jak i quasi-racemicznych. Wyniki
wykazaty, ze grupy koncowe odgrywaja istotng role w ksztattowaniu morfologii i struktury
drugorzedowej powstatych struktur. Wykazano, ze tworzenie wtokien amyloidowych zalezy od
obecnos$ci wigzan wodorowych stabilizujacych strukture B-harmonijki. Co istotne, wszystkie
quasi-racemiczne probki wykazuja przyspieszong kinetyke formowania wtokien w porownaniu
do probek enancjomerycznie czystych. W rozdziale tym Doktorantka pokazuje, ze modyfikacje
koncow peptydow mogg by¢ uzytecznym narzedziem w projektowaniu ich nadczgsteczkowych
agregatow o przewidywalnej morfologii. Przyktadowo, obecno$¢ grupy hydroksylowej (-OH)
na koncu C prowadzi do wydluzenia odlegtosci skregtu (cross-over distance) w skreconych
wiloknach amyloidowych. Z kolei, grupa koncowa C-terminalna odgrywa drugorzedng role w
ksztattowaniu morfologii wtokien amyloidowych, lecz ma istotny wptyw na kinetyke ich

formowania.
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Podrozdzial 7 obejmuje badania autofluorescencji wyizolowanego lizozymu z biatka jaja
kurzego (HEWL) wzbudzanego jedno- i dwufotonowo. Doktorantka wykazal, ze HEWL moze
by¢ wzbudzany procesem dwufotonowym, a Sciezki relaksacji emisji roznig si¢ miedzy
procesami jedno- i dwufotonowymi. Wykazano réwniez, ze widkna amyloidowe wykazujg
silniejszy sygnal autofluorescencji niz monomery, a wzrost st¢zenia soli NaCl wptywa na ich
morfologi¢, struktur¢ p-harmonijkowa oraz intensywnos$¢ sygnatu. Autofluorescencja
dwufotonowa jest przesunig¢ta ku czerwieni wzgledem jednofotonowej, co wynika z
odmiennych mechanizméw  relaksacji. Badania potwierdzaja zalezno$¢ miedzy
wlasciwos$ciami optycznymi a strukturg 1 morfologia agregatow. Ponadto, jak pokazata
Doktorantka, mozliwos¢ wzbudzania amyloidéw w rezimie nieliniowym daje nadziej¢ na

nieinwazyjna detekcje ich ztogéw za pomoca metod in vivo.

W podrozdziale 8 Kandydatka przedstawita podsumowanie wynikow badan, perspektywy
dalszych prac oraz najwazniejsze wyzwania badawcze. Pani mgr inz. Manuela Grelich-Mucha
wykazala stuszno$¢ wigkszosci postawionych przez siebie tez poprzez kompleksowe badania
eksperymentalne i teoretyczne zrealizowane w ramach pracy doktorskiej. Udowodnita, ze
morfologia oraz struktura drugorzedowa struktur biatkowych w istotny sposéb wptywaja na
wlasciwosci autofluorescencyjne wiokien amyloidowych. Jednoznacznie pokazata, ze
morfologia i struktura drugorzgdowa agregatéw nadczasteczkowych moga by¢ kontrolowane
poprzez odpowiednig modyfikacje grup koncowych budujacych ich jednostek peptydowych.
Potwierdzita ponadto, ze autofluorescencja amyloidow moze by¢ indukowana procesem
wielofotonowym, a mechanizm emisji fluorescencji wzbudzonej jedno- i wielofotonowo rézni
si¢ w zaleznosci od zastosowanego trybu wzbudzenia. Tym samym, w mojej opinii,
Doktorantka w pelni zrealizowala ambitny cel pracy doktorskiej, wnoszac istotny wklad
w rozwdéj wiedzy na temat amyloidéow bialkowych — ich syntezy oraz charakterystyki przy
uzyciu zaawansowanych metod spektroskopowych. O wysokiej wartosci naukowej
prowadzonych przez Doktorantke badan §wiadczy rowniez ranga czasopism naukowych, w
ktorych zostaly opublikowane wyniki badan. Opisane w pracy badania i wyniki zostaty
opublikowane na tamach 3 prestizowych czasopism tj. The Journal of Physical Chemistry B,
Biomaterials Science, The Journal of Physical Chemistry Letters.
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Podczas lektury pracy doktorskiej nasungto mi si¢ jednak kilka pytan i komentarzy, ktdre stang
si¢ punktem wyjscia do dyskusji naukowe;j:

1. Dlaczego do syntezy fragmentow wybranych peptydow TTR(105-115) oraz ich
modyfikacji wybrano synteze mikrofalowa? Czy probowano w trakcie badan
eksperymentalnych w tym celu wykorzysta¢ rowniez ogrzewanie konwencjonalne.
Jakie zalety ma synteza mikrofalowa nad reakcjami prowadzonymi w standardowych
warunkach ?

2. Jakie byly srednie wydajnosci procesu syntezy wspomnianych peptydéw oraz ich
modyfikowanych form?

3. Jakiej czystosci odczynniki zostaty zastosowane w przypadku fragmentu peptydu TTR
(105-115) ? Niestety, informacje te nie zostaly podane w pracy, a ze wzgledu na
wyjatkowo wymagajacy charakter syntezy, czysto$¢ reagentow moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla otrzymania zamierzonych struktur o odpowiednich wtasciwosciach
konformacyjnych.

4. Jak jest stabilno§¢ opracowanych, uporzadkowanych struktur biatkowych bedacych

przedmiotem badan?

Cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata starannie przygotowana, dobrze zaplanowana i
stanowi spdjng cato$¢ zaréwno pod wzgledem graficznym, jak i merytorycznym. Niemniej
jednak, Doktorantka nie ustrzegla si¢ drobnych bledow oraz niedociggni¢¢. Przyktadowo,
niektore rysunki moglyby by¢ lepszej jakosci (np. rys. 34 a, b i ¢), a w opisie procesu syntezy
mikrofalowej brakuje pelnych danych dotyczacych parametréw eksperymentalnych, takich jak
moc reaktora, doktadny czas reakcji czy czysto$¢ uzytych odczynnikéw. Ponadto, w niektorych
miejscach (np. str. 103) w przedstawionych wzorach brakuje jednostek przy podanych
warto$ciach. Jednak pragne podkresli¢, ze wspomniane uwagi 1 niescistosci nie wptywajg
znaczaca na warto$¢ naukowg rozprawy doktorskiej, ktora oceniam bardzo wysoko. Rowniez
pragne zwroci¢ uwage na imponujacy dorobek naukowy Doktorantki, ktora jest autorem i
wspotautorem w sumie 8 publikacji wydanych w prestizowych periodykach naukowych.
Wszystkie Jej prace byly cytowane w sumie 69 razy, IH 8. Doktorantka byta wykonawca w 5
projektéw badawczych, w tym projektu First Team finansowanych przez Fundacj¢ na rzecz
Nauki Polskiej. Ponadto odbyla 6 stazy zagranicznych, gléwnie na Uniwersytecie w

Strasburgu. Jest rowniez laureatka licznych nagrod 1 wyrdznien.
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Podsumowanie i wnioski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr
inz. Manuela Grelich-Mucha stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego
spelniajac tym samym wszystkie kryteria zwyczajowe i1 formalne stawiane rozprawom
doktorskim okre§lone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (t.j. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). Wnosze¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Manuela Grelich-Mucha
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoka warto§¢ merytoryczng
rozprawy, rzetelno$¢ prowadzonych badan, a takze znakomity jak na tak wczesny etap kariery

dorobek naukowy, wnioskuje o wyrdznienie ocenianej pracy.
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