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Recenzja rozprawy doktorskiej
»Amyloids: correlating autofluorescence in one- and two-photon regimes with morphology and
secondary structure”

przedstawionej przez mgr inz. Manuele Grelich-Muche

Agregacja biatek oraz powstawanie struktur amyloidowych stanowig powazne wyzwanie dla wspotczesnej
medycyny. Schorzenia neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera i Parkinsona, czy amyloidozy
wtdérne majg u swoich podstaw obecnos¢ uporzgdkowanych agregatéw biatkowych, ktérych usuwanie
pozostaje do dzi$ nierozwigzanym problemem klinicznym. Trudnosci nie dotyczg jednak jedynie terapii —

rownie istotnym wyzwaniem pozostaje skuteczna i wczesna diagnostyka tych patologii.

Amyloidy charakteryzujg sie szczegdlnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi, w tym unikalnymi cechami
optycznymi. Po wzbudzeniu promieniowaniem w zakresie 340-380 nm emitujg sygnat autofluorescencji
w zakresie $wiatta widzialnego. Pomimo licznych badan i zaproponowanych hipotez dotyczgcych
mechanizmu autofluorescencji amyloidéw, doktadna natura tego zjawiska nie zostata dotgd jednoznacznie
wyjasniona. Szczegdlnie mato poznane pozostajg nieliniowe wtasciwosci optyczne tych struktur, w tym
autofluorescencja indukowana wzbudzeniem wielofotonowym. Pogtebienie wiedzy w tym obszarze moze
stworzy¢ nowe mozliwosci w zakresie nieinwazyjnego wykrywania amyloidéw in vivo, co otwiera potencjalnie

przetomowe perspektywy diagnostyczne i terapeutyczne.

W ostatnich latach amyloidy zyskaty zainteresowanie takze jako obiecujgce biomateriaty. Dzieki swojej
wysokie]j stabilnosci, zdolnosci do samoorganizacji oraz mozliwosci funkcjonalizacji, stanowig one atrakcyjng
platforme do tworzenia nanostruktur, powtok funkcjonalnych, czy rusztowan do hodowli komarek. Kluczowe
znaczenie dla ich dalszego zastosowania w technologii ma jednak szczegétowe poznanie ich struktury

molekularnej oraz zwigzanych z nig wtasciwosci fizykochemicznych, w tym optycznych.
Praca doktorska mgr inz. Manueli Grelich-Muchy odpowiada na te zapotrzebowania.

Jednym z kluczowych i oryginalnych aspektéw rozprawy doktorskiej byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej

wpltyw morfologii oraz struktury drugorzedowej amyloidowych widékien na ich wiasciwosci
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autofluorescencyjne. Kandydatka przedstawita wieloaspektowe podejscie do problemu bazujgc na dwdch
modelach badawczych: fragmencie (105-115) transtyretyny (TTR(105-115)) oraz lizozymie izolowanym
z biatka jaja kurzego (HEWL). Wykazata, ze réznice w chiralnosci peptydu, a w przypadku biatka - réznice
w warunkach inkubacji (stezenie NaCl), wptywajg na ksztatt oraz na autofluorescencje badanych wtdkien.
Udowodnita ponadto, ze w mieszaninach quasi-racemicznych TTR(105-115) tworzaca sie antyrownolegta
B-kartka sprzyja formowaniu tasmowych, nieskreconych wtdkien, co przypisano wyeliminowaniu odpychania
miedzy grupami funkcyjnymi zlokalizowanymi na koncach peptydu. Odpychanie to sprzyjato tworzeniu
skreconych helikalnie wtdkien z rownolegle utozonych pasm peptydéw o stereochemii wytgcznie L lub D.
Wskazanie na mozliwosé kontroli nad architekturg supramolekularng za pomocg modyfikacji chemicznych

ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale i aplikacyjne — np. w projektowaniu biomateriatow.

Kolejng hipotezg, ktdrej weryfikacji podjeta sie Doktorantka, byt wptyw sposobu zmodyfikowania
N- i C-korncow peptydu o wtasciwosciach amyloidogennych (TTR(105-115)) na ksztatt, rozmiar oraz strukture
drugorzedowa formujgcych sie agregatéw. Wyniki AFM potwierdzity, ze modyfikacje grup koncowych
znaczgco wptywajg na zdolnos¢ peptydéw do tworzenia uporzagdkowanych wtdkien oraz na ich morfologie.
Obserwacje za pomocg mikroskopii sit atomowych (AFM) zostaty spdjnie powigzane z widmami
w podczerwieni (ATR-FTIR) oraz uzupetnione symulacjami dynamiki molekularnej (MD), ktore ujawnity
kluczowa role oddziatywan elektrostatycznych i przeszkéd sterycznych w procesie tworzenia struktury
B-kartki. Konsekwentne zestawianie danych spektroskopowych i AFM z symulacjami MD pozwolito nie tylko
wykazaé istnienie postulowanych zaleznosci, ale tez zaproponowa¢ wyjasnienie ich Zrédet. Zastosowane
metody i jakos¢ przeprowadzonych analiz $wiadczg o dojrzatosci badawczej Doktorantki oraz jej wysokich

kompetencjach w zakresie fizykochemii biomolekut.

Na szczegblng uwage zastuguje udowodnienie mozliwosci wystepowania autofluorescencji fibryli
amyloidowych TTR(105-115) oraz HEWL w wyniku procesu dwufotonowego wzbudzenia. Zauwazalna rdznica
w sile sygnatu i wydajnosci kwantowej fluorescencji pomiedzy monomerami a witdknami pozwolita
na postawienie tezy, ze struktura amyloidowa sprzyja efektywnemu procesowi dwufotonowego wzbudzenia.
Doktorantka podjeta sie tez udowodnienia, ze miedzy autofluorescencja wzbudzang jedno- (1P)
i dwufotonowo (2P) wystepujg rdéznice mechanistyczne. Poréwnanie spektralnych wtasciwosci emisji,
wartosSci przesuniecia energetycznego oraz réznic w czasach zycia fluorescencji jasno wskazato, ze emisja
fotondow w obu przypadkach zachodzi z réznych stanédw wzbudzonych. Dodatkowo, odmiennos¢ funkcji
dopasowujacych dla zanikéw fluorescencji po wzbudzeniu 1P (tréjeksponencjalna) i 2P (dwueksponencjalna)

potwierdzita, ze Sciezki relaksacyjne rdznig sie w zaleznosci od mechanizmu absorpcji. Tak szczegétowa
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i przekonujgca analiza spektroskopowa stanowi mocny punkt rozprawy i dowodzi wysokiej klasy

przygotowania metodologicznego Doktorantki.

Podczas czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan/zagadnien do dyskusji, ktore ponizej przytaczam.

Bytabym wdzieczna za odniesienie sie do nich podczas obrony.

e W wynikach dotyczagcych rozmiaréw wtdkien fibrylarnych podawane s3 odchylenia
od obserwowanych wielkosci. Czy wynikajg one z réznic w rozmiarach wtdkien w tych samych prébkach,

czy tez z powtdrzen biologicznych eksperymentéw?

e Czy obrazy AFM i TEM byty rejestrowane w kilku powtdrzeniach dla osobno przygotowanych probek

poddawanych fibrylizacji czy tez sg to wyniki pojedynczych eksperymentéw?

e Czy nawidmach MS peptydu TTR(105-115) obecne byty tylko sygnaty m/z przypisane klastrom M2+H*
i M3+2H*? Czy nie wystapity sygnaty [M2+2H*]*2i [M3+3H*]*3, ktére, przynajmniej teoretycznie, powinny mieé

wiekszg intensywnosc¢ ze wzgledu na wyzszy poziom protonowania?

e Pasmo absorpcyjne przy ok 1670 cm™ uznane zostato przez Doktorantke za odpowiadajace a-helisie,
B-zgieciom, badz kombinacji tych struktur. W publikacji Zou et al. (J. Phys. Chem. B 2013, 117, 4003-4013)
autorzy podaja, ze réwnolegta B-kartka w strukturach fibrylarnych ma sktadowa przy 1660-1670 cm™.

Czy takie wyjasnienie pasowatoby do wynikéw otrzymanych przez Doktorantke?

e Narysunku 35aib przedstawione sg widma ATR-FTIR m.in. dla enancjomeréw Li D peptydu TTR(105-
115). Potozenie maksimum absorpcji w czasie t; na panelu a nie jest takie samo jak na panelu b (1629 cm™?

vs. ~1640 cm™. Skad wzieta sie ta rdznica?

e Doktorantka podaje, ze antyrownolegta B-kartka w mieszaninie quasi-racemicznej skfada sie
z naprzemiennie utozonych pasm o konfiguracji L i D. Czy, przynajmniej teoretycznie, mozliwy jest dla takiej

mieszaniny inny uktad, np. L-L-D-D? Czy uktady inne niz L-D-L-D zostaty kiedykolwiek opisane w literaturze?

e Opisujagc analogi TTR(105-115) z modyfikowanym N-koricem Doktorantka podaje, ze grupami
blokujgcymi mogg by¢ H- oraz grupy N-acetylo-a-aminowa i N,N-dimetylo-a-aminowa. Moze to sugerowac,
ze w peptydzie z H- na N-konicu nie ma grupy aminowej. Czy Doktorantka mogtaby zaproponowac bardziej

jednoznaczny opis wprowadzonych modyfikacji?

e Schemat syntezy przedstawiony na rys. 39 sugeruje, ze grupy metylowe wprowadzane byty na grupe

aminowa znajdujacg sie na C-koncu peptydu. Czy ten schemat nie powinien by¢ zmodyfikowany?

e W rozdziale 6 Doktorantka podata, ze rozmiary witdkien amyloidowych dla peptydu H-TTR-OH

wynosity 22 x 8 x 104 nm, a ich mniejszg wysokos¢ i wiekszy dystans skrzyzowania helisy (wiekszg dtugosc



L | University : Fahrenheit
of Gdarisk Union of
Universities

okresu helikalnego skretu), w poréwnaniu z rozmiarami enancjomeréw L i D peptydu z amidowanym
C-koncem (22-23 x 11 x 96-98 nm), przypisata obecnosci grupy karboksylowej na C-koricu. Jednak podane
w rozdziale 5 rozmiary witdkien dla czystych enancjomerycznie, amidowanych peptyddw, nie rdznity sie
znaczgco wysokoscig i dystansem skrzyzowania helisy od peptydu H-TTR-OH (18 x 7 x 104 nm). Czy nie
nalezatoby podchodzi¢ ostrozniej do interpretacji wynikdw, biorgc pod uwage pewng zmiennosé rozmiarow

wiékien fibrylarnych?

e Na stronie 86 Doktorantka zwraca uwage na fakt, ze fibryle tworzone przez enancjomer L peptydu
TTR(105-115) byty prawoskretne, a enancjomer D — lewoskretne. Czy zaskakujacy jest sam kierunek skretu,
czy fakt, ze jest on odmienny dla kazdego z enancjomerdw? Czy w literaturze zostaty opisane badania

strukturalne enancjomerdéw innych peptydéw amyloidogennych?

e Czy wyniki przedstawione na rys. 49c sg Srednig z kilku powtdrzen biologicznych? Czy rdznice

w zawartosci B-kartki w czasie t; i t; mozna traktowad jako istotne statystycznie?

e Przy poréwnywaniu modeli warstw tworzonych przez peptyd TTR(105-115) w wersji amidowanej
i peptyd z karboksylowym C-koricem (Rys. 51) Doktorantka wskazuje, ze réznice w morfologii fibryli
tworzonych przez kazdy z tych peptydéw mogg wynika¢ z braku oddziatywan miedzy grupa karboksylowa
a karbonylowg reszt seryny pochodzacych z dwu sasiadujgcych warstw. Podobne oddziatywanie, miedzy
protonem z C-koricowej grupy amidowej a grupg karbonylowg reszt Ser, zaobserwowano natomiast
w modelu otrzymanym dla peptydu z amidowanym C-koricem. Czy modelowanie prowadzone byto
z zachowaniem warunkéw pH, w ktérych prébki badane byty eksperymentalnie, to znaczy w pH 2? W tych
warunkach karboksylowy C-koniec powinien by¢ protonowany i potencjalnie mégtby rowniez utworzyé
wspomniane powyzej wigzanie wodorowe. Model zaprezentowany na rys. 51b wydaje sie nie uwzgledniac
tego protonu. Czy byt on brany pod uwage w modelowaniu? Czy odlegtos¢ miedzy tym protonem a grupa

karbonylowag reszty Ser z sgsiedniej warstwy wyklucza powstanie takiego oddziatywania?

e Arnaudov i de Vries (Biophys. J. 2005, 88(1): 515-526) pokazali, ze lizozym przy pH 2 w temperaturze
55°C jest potowicznie, a w 60°C catkowicie rozfatdowany. Czy w zwigzku z tym pasmo na widmie ATR-FTIR
przy ok. 1650 cm™ (Rys. 56) mozna by przypisac strukturze nieuporzagdkowanej zamiast a-helisie? Jak mozna

by sprawdzi¢, jaka strukture ma biatko w stosowanych przez Doktorantke warunkach eksperymentalnych?

e (Czydlaprébek HEWL o pH 1,5 mozna rozwazac charge-transfer miedzy grupg NHs* a deprotonowang

grupg karboksylowg kwasu glutaminowego (str. 108)?

Powyzsze uwagi sg wyrazem ciekawosci naukowej i przyczynkiem do dyskusji. Nie umniejszajg one mojej

wysokiej oceny pracy doktorskiej wykonanej przez mgr inz. Manuele Grelich-Muche. Praca ta wnosi istotny
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wktad do istniejgcego stanu wiedzy na temat powigzania struktury amyloidéw z ich wtasciwosciami
autofluorescencyjnymi. Opisujgca wyniki badan rozprawa oparta jest na trzech publikacjach, w ktdérych
Doktorantka jest pierwszg autorky. Rozprawa ta zostata przygotowana z ogromng starannoscig, z bardzo
klarownym podziatem tresci. Opis wynikéw kazdej z publikacji uzupetniony jest o uzasadnienie celowosci
podjetych badan oraz o wnioski wyciggniete na ich podstawie. Wyniki zilustrowane sg niezwykle starannie
przygotowanymi rysunkami i tabelami. Wprowadzenie literaturowe przedstawia w sposéb zwiezty,
ale bardzo pogladowy, informacje na temat fluorescencji jedno- i dwufotonowej, struktury amyloidéw oraz
ich autofluorescencji. Korekta rozprawy zostata przeprowadzona bardzo starannie i jest w niej niewiele
bteddw edytorskich. Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej mozna z petnym przekonaniem
stwierdzi¢, ze mgr inz. Manuela Grelich-Mucha wykazata sie dojrzatoscia naukowg, samodzielnoscia
badawczg oraz doskonatg znajomoscig zaréwno zagadnien eksperymentalnych, jak i teoretycznych
zwigzanych z badaniami nad amyloidami. Jej umiejetno$¢ formutowania celéw badawczych, ich realizacji oraz
klarownego przedstawiania wynikéw swiadczy o wysokich kwalifikacjach badaczki gotowe] do dalszego

prowadzenia pracy naukowej na poziomie miedzynarodowym.

Na dodatkowe podkreslenie zastuguje catkowity dorobek Doktorantki. Oprdcz trzech publikacji, ktore
stanowity podstawe rozprawy, mgr Grelich-Mucha jest wspdétautorka 5 innych opublikowanych prac, a dwie
sg w trakcie przygotowywania. Wyniki swoich badan prezentowata réwniez na polskich i miedzynarodowych
konferencjach, bedac tacznie wspdtautorka 7 komunikatéw ustnych i 6 posterowych. Doktorantka odbyta
kilka stazy i wizyt naukowych w zagranicznych osrodkach (Université de Strasbourg, Francja oraz Technische
Universitat Chemnitz, Niemcy). Moze sie tez poszczyci¢ imponujgca lista nagréd i wyrdznien, a takze

aktywnoscig obejmujacg organizacje konferencji, czy aplikowanie o granty.

Podsumowujac, stwierdzam, iz rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). Zwracam sie zatem
do Rady Dyscypliny Naukowej Nauk Chemicznych Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Manueli
Grelich-Muchy do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora. Sktadam

rowniez wniosek o wyrdznienie rozprawy.
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