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zatytulowanej: ., Badanie oddzialywai zwiazkéw biologicznie aktywnych z modelowymi
membranami lipidowymi”

Recenzia przygotowana zostala na zlecenie Prodzickana Wydziatu Chemii LJ, dr hab.
Barbary Rys z dnia | fipca 2015 r. Opiniowana praca powstata pod opicka naukowsy prof. dra

hab. Jacka Korchowea oraz dr hab. Ewy Luchter-Wasylewskisj.

1. Tematyka, cel i zakres rozprawy.

Praca tematycznie obejmuje fizykochemiczne badania ukfaddéw modelujacych procesy
zachodzace w rzeczywistych ukladach biologicznych. Bardziej szczegolowo, w pracy
przeanalizowane zostaly oddzialywania oraz wplyw szeregu zwigzkéw o potencjalnym
dziatanin przeciwbakleryjnym na monowarstwy lipidowe bedace uproszczonym modefem
membran biologicznych, lak podaje sama Auatorka, celem pracy byta charakterystyka
oddziatywan  potencjalnych  drodkow antybakteryjnych z modelowymi membranami

biologicznymi z wykorzystaniem metod badawczych opartych o monowarstwy Langmuira.

Glowna motywacja pracy zwigzana jest z pilng potrzeby opracowania nowych, bardziej
skutecznyclh, lekow antybiotyczaych. Potrzeba ta wynika z rosnacego problemu uodparniania
sic drobnoustrojéw na antybiotyki. W tym $wietle sadzg, 2¢ dobdr tematyki rozprawy i zakres
zadah badawczych jest bardzo aktualny i dobrze wpisuje si¢ we wspbiczesny nurt badai
fizykochemicznych, biofizyczaych i biochemicznych. W tekscie rozprawy zabrakio wedlug

muie jasno sformutowanej tezy pracy.
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W przedstawionej dysertacji pod uwage wziete zostaly dwie grupy zwigzkow, Plerwsza Z

nich to pochodne kaliksarenu, w tym przypadku pochodne p-tert-b‘utyiokatiks[4]arenu.

wsrod pochodnych  tych  przeanalizowano kaliksareny —podstawione
oraz  potencjalnie antybiotycznymi  grupami
. z jednostek

czgsteczkami

antybiotykow, tutaj P-laktamami,
‘guanidynowymi. Kaliksareny sa cyklicznymi oligomerami zbudowanymi
fenolowych. Wykorzystywane sg jako noéniki lekow. Podstawienie jch grupami o dziataniu
antybakteryinym umozliwi¢ moze usprawnienie procesu wprowadzania i uwalniania
czasteczek antybiotykow w organizmie. Druga grupa rowaZonych w pracy zwigzkow to
blizniacze amfifilowe pseudopeptydy. Sa to surfaktanty dimeryczne zbudowane z dwu
czasteczek aminokwasu, polaczonych - alkilowym lgcznikiem, oraz dwu hydrofilowych
fancuchéw. Zwiazki te z uwagi na swéj lipofilowy charakter i specyficzng geometrig

czasteczki potencjalnic inoga wykazywac dziatanie antybiotyczne.

W rozprawie zbadano wplyw rozwazanych zwigzkow na  wiladciwosel szeregu
monowarstw lipidowyeh, Monowarstwy te stuzyly za model blony komorkowej. W
zaleznosdcei od skladu lipidowego. modelowaé moga na przyktad blone komorkowa bakterii
badz eukariotéw. W pracy analizowano przede wszystkim monowarstwy zawierajace
fosfolipidy z glowami fosfatydylcholinowymi jako modele membran evkariotycznyeh. Blony
komérkowe bakierii rozwazano natomiast stosujac lipidy z glowami fosfatydylserynowymi i

fosfatydylgliceryowymi, a takze monowarsty zawierajgce kardioliping.

W badaniach wykorzystanych zostalo a2 siedem réZnych technik badawczych. Oprocz
technik eksperymentalnych (pomiary ciénienia\i potencjalu powierzchniowego, mikroskopia
pod katem Bre.wstera, refleksyjno-absorbcyjna spektroskopia IR z modulacja polaryzacji oraz
badania aktywnosci enzymatyczne)), zastosowana te zostata jedna technika teoretyczna -
symulacje dynamiki molekulamej (MD). Polaczenie przez Autorke w ramach jednej pracy

cksperymentu i teoril zastuguje moim zdaniem na szezegodlne uznanie.

2. Omodwienie i ocena zawartosci rozprawy,

Dysertacje otwiera krotki rozdziat zawierajacy zwigzle lecz kompletne wprowadzenie oraz w
sposab poprawny formutujacy cele pracy. Jak wspominalem powyzej, warto bytoby umiescic
w nim rowniez tezg pracy. Nastgpnie nastepuje obszerny rozdziat z przegladem obecnego

stanu literatury dotyczacej przedmiotu pracy. Autorka ropoczyma go od ‘ombwie
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oraz potencjalnie antybiotyczne surfaktanty dimeryczne. W kolejny

opis zastosowanych metod badawczych opartych o monowarstwy Langmuira oraz dynamikg

moelkularng. Szczegdlnie cenne sg tutaj podrozdzialy opisujgce poprzednie badania pad
lekami antybiotycznymi 2 wykorzystaniem monowarstw lipidowych oraz dynamiki
molekulamnej. Czedé te zamyka obszemy i szezegdlowy opis metodyki badah stosowane]
przez Autorke.

Bardzo wysoko oceniam czgéé literaturowa dysertacji. Z uwagi na rozleglodé
rozwazanych w pracy zaganief, duza liczbe wykorzystanych technik badawczych oraz
rozwai.onyéh ukladéw, Autorka stancfa przed nic lada wyzwanicm pogodzenia zwigzlodct z
kompletnoscig opisu. Z zadania tego wywigzata sig wedtug mnie bardzo dobrze. O skali
wiozonej w tej rozdziat pracy $wiadezyé moze chociazby liczha odnodnikéw literaturowych
wynoszaca az 267.

Jeshi chodzi o metodyke badaf, to byla ona, moim zdaniem, dobrana adekwatnie do
zakresu i celoéw pracy. Zaréwno caly wykorzystany zakres metod dodwiadezalnych, jak i
towarzyszqcfy im wybrany wariant dynamiki molekularnej, umoztiwity realizacjg celow pracy
w sposdb komplementarny i na réznych poziomach opisu.

Kolejna c¢z¢$¢  dysertacii zawic:ra\ opis orvginalnych wynikéw badawczych
Doktorantki wraz z ich dyskusjs. W przypadku polaczen Kaliksarenu z [-laktamami
cksperymentalnic wykazano silne zaburzanie przez badane zwigzki  monowarstwy
modetujagcych  membrany  eukariotyczne. | Oprocz  pomiardw  izotermy oraz  analizy
termodynamicznej, Autorka postuzyla sie tez pomiarami aktywnosci katalitycznej lipolizy
pokazujac, Ze zostaje ona obnizona w obecnosci zwigzku antybiotycznego.

Nastgpng grupe badanych zwigzkéw stanowity pochodne guanidynowe kaliksarenu.
Tutaj badania cksperymentalne zostaly uzupemnione o symulacje dynamiki molekulamne;.

Pozwolito to na zidemtyfikowanie molekularnego mechanizmu wchodzenia czasteczek
antybiotyku do membrany, ktory przebiega poprzez flip-flop czasteczek antybiotycznych w
mebranie.

W przypadku badan zwiazanych z pseudopeptydami blizniaczymi, gdzie, podobnie

jak przedtem, Autorka powigzata techniki eksperymenalne i symulacyjne, wykazano Ze
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dwuwymiarowych funkcii rozkiadu radialnego pomogla w pelni zinterpretowac Teglon

wspdlistnienia fazy cieklej rozprezong] | ciekle) skondensowanej w filmach zawierajgcych
kardioliping i pseudopeptyd.

Czebé rozprawy zawicrajgey wyniki i ich dyskusje oceniam bardzo wysoko. Przede

“wszystkim, udalo sic zrealizowaé cele pracy, czvli w sposob szeroki scharakteryzwoac
oddzialywania wybranych zwigzkow antybakieryjnyeh z modelami membran biologicznych
opartch o lipidowe filmy Langmuira. Wyniki badan zostaly zebrane i zaprezentowane w
dysertacii w sposob bardzo przejizysty i logiczny. Dla kazdego typu ukladu Autorka
rozpoczyna omawianic wynikéw od metody koncepeyjnie najprostszej i wspolnej dla
wszyskich uktadéw (izotermy), po ezymi przechodzi do metod bardzi¢] szezegbétowych,
dobieranych w zaleznosci od potrzeby (mikroskopia BAM. spektroskopia PM-IRRAS,
dynamika molekulamna etc.).

Rozdzialy 2 wynikami i dyskusia podsumowane zostaly w koficowej czedei rozprawy
w postaci kilkunastu punktdw opisujacych zwicile najwaznigjsze wyniki oraz wyplywajace z
nich wnioski. Do najwazniejszych wnioskdw, bedacych jednocze$nie oryginalnym i, moim
zdniem, znaczacym wkladem Doktorantki w swoja dziedzine badan, nalezg: wyjasnienie
mechanizmu dziatania f-laktamowych pochodnych kaliksarenu w membranie; identyfikacja
mechanizmu flip-flop dla guanidewe] pochodnej kaliksarenu oraz zaproponowanie diugich
tanicuchdw lacznika w o amififilowyeh polipeptydach jako czynnika zwiekszajacego ich
aktywno$¢ antybakteryjng. Wyniki opisane w dysestacji zostaly opublikowane wezeéniej
przez Doktorantke i wspolautordw w dwoch pracach wydanych w czasopismach z listy
filadelfijskiej; poza tym jedna praca jest aktualinie w recenzji, a kolejna - w fazie
przygotowania. Doda¢ nalezy, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej mogg
bespoérednio postuzy¢ jako wskazéwka przy projekiowaniv nowych zwigzkow-kandydatow

na leki antybakteryjne.




3. Ocena redakgcji pracy.

Poziom edytorski pracy oceniam bardzo wysoko. Dysertacja napisana jest poprawym

owicdnim dla prac-doktorskich; czyta si¢ ja, przynajmniej subicktywnie dla

v jezykiem, odp
e starannosé jezykowa w stosowanej

mnie, przyjemnie. Na marginesie przyznaé muszg,
przez Autorke polskiej terminologii fachowej jest tak wysoka, ze stanowito to kilka razy
#rodio mojei konsternacji. Uklad rozdziatow jest logiczny i przejrzysty. Wystgpuja bardzo
nicliczne literwki. Poziom graficzny dysertacji jest bez zarzutu ~ dodatbym moze tylko
podpisy paneli na wielopanelowych rysunkach aby ulatwié czytelnikowi szybka orientacje w

prezentowanych tam wynikach. Bibliografia zaprezentowana jest bardzo starannie.

4. Dyskusja usterek rozprawy.

Ponizei podaje liste usterck rozprawy badz nasuwajacych si¢ pytan, na ktére nie znalaziem w
pracy odpowiedzi. Chcialbym zaznaczyé, iz wymienione ponizej mankamenty pracy nie
obnizaja w zadnen sposob mojej pozytvwaej calosciowej oceny przedstawionej dysertacji.

Przy kilku ponizszych uwagach (6, 9, 10, 15, 17), prositbym Doktorantk¢ 0 komentarz.

1) W rozprawie uzywany jest termin ,modelowa blona biologiczna™ na okveslenie
monm?arslwy lipidowej. Czy nie byloby lepiej mowié tu raczej o ,modelu blony
biologiczne]”? Mianem modelowych blon w badaniach in vitro okresla sig raczej
dwuwarstwy " fosfolipidowe, na przyklad w lipozomach czy dwuwarstwach pa
nosnikach statych.

2) Przy omowieniu tratw lipidowych warto byloby wspomnieé¢ o powstatych w ciggu
ostatnich kilku lat odmiennych hipotezach, modyfikujacych pierwotny model tratw i
wprowadzajacych w jego migjsce dynamiczne nanoagregaty lipidowe.

3) Na stronach 19-20 znajduje si¢ do$¢ obszerny ogolny opis antybiotykéw ~ moim
zdaniem zbedny.

4) Na swonie 27 Doklorantka stwierdza, Ze zerowe cisnienie

charakterystyczne dla nieoddziatujacych czasteczek surfakiantu. Czy tylko? Czy

laterlane  jest

surfaktant tworzacy nanoagregaty przy matych stezeniach powierzchniowych nie
datby roniez zerowego ci$nienia?
5) Piszac o mechanizmie zalamania filmu powierzehniowego naleZatoby zacytowaé

najnowsze prace symulacyjne z grupy Tielemana z Uniwerytetu w Calgary.




2 obszemie omawia zalety filmow Langmuira jako model blon

biologicznych (str. 34). Jakie daniem Doktorantki sg glowne réznice migdzy mono- a

dwuwarstwami lipidowymi W kontekscie jej badan? W czym upatrywataby
w w miejsce dwuwarstw? Przy

6) Doktorantk

ewentualnych stabych stron zastosowania monowarst
okazji — lipidowy skiad dwuwarstw w badaniah in vitro tez mozna precyzyjnie

kontrolowa¢, whrew temu, co wynika ze stwierdzei na str. 34.

Czy wspoiczesne pola silowe mozna nadal nazwaé czysto empirycznymi? Autorka
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sama podaje, ze cze§¢ parametrow, pochodzi z obliczen kwantowo-chemicznych.

§) W opisic metod MD zabraklo wzmianki o zespolach statystycznych ze statym
napi¢eiem powierzehniowym.

9) Dlaczego w symulacjach MD monowarstw stosuje si¢ najezgScie troj- zamiast
dwuwymiarowych periodyczne warunki brzegowe?

10) Jaki wplyw na badane uklady mialy wprowadzane w niektorych przypadkach jony
sodu i wapnia?

11)Zabraklo pelnego opisu postepowania przy wyprowadzaniu parametrow dla
czasteczek surfaktantow. Po co optymalizowao geometrie? Jak ta geomicria
przekladala si¢ na parametry w MD? Co z ladunkami na atomach, efc.?

12) Przy analizie obrazéw BAM w niektorych przypadkach otrzymuje si¢ obrazy
jednorodne. Czy znaczy to, ze w monowarstwie nie powstajg domeny lipidowe?

13} Autorka powoluje sie na analogic do CX cholesterolu (str. 83). Jak wygladloby
zachowanie CX w monowarstwach zawierajacych cholesterol? Czy oczekiwaé mozna
na przyklad wspoizawodnictwa migdzy cholesterolem a CX?

14) Diaczego niektdre z dwuwymiarowych funkeji RDF nie $3 unormowane do jednosci?

15) W jakiej skali czasowej zachodzi flip-flop CX1? Mozna sie spodziewac, Ze to proces
o stosunkowo wolnej kinetyce. Czy jakaé oznake tego zjawiska autorka obserwowala
w eksperymencie (o ile analizowala zaleZzno$é ciénienia powierzchniowego od
czasu)? |

16)Z mojej perspektywy w pracy zabraklo szczegélowego opsu metodologicznego
przeprowadzonych symulacji MD. Mam tutaj na mysli na przyklad: opis

przygotowywania uktadéw, procedury ekwilibracji, kryteridw ekwilibracji, roznic w
dynamice poszczegblnych ukladow, czasu obliczeniowego, wydajnoéci. Opis taki, na
ktoy zazwyczaj nie mam miejsca w publikacji naukowej, stanowilby cenna czesé

pracy doktorskiej, uzyteczna na przykiad dla miodszych studentow.
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17) W pracy brak krytycznego odniesienia si¢ do me
h i symulacyjnych

jakie stabe strony zastosowanych w pracy metod doswiadezalnyc

widzi Doktorantka?

5. Whiosek koncowy.

W mojej opinii, przedstawiona rozprawa doktorska zatytulowana ,Badanie oddziatywan

zwigzkéw biologicznie aktywnych z modelowymi membranami lipidowymi” obejmuje
oryginalny i wartosciowy dorobek naukowy Kandydatki w zakresic chemil. Poziom
ocenianej rozprawy odpowiada zaréwno uslawowym, jak. i zwyczajowym, wymagéniom
stawianym rozprawom na stopiens doktora nauk chemicznych. Rozprawa spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach i tytulach
naukowych z dnia 14 marca 2003 roku. Dlatego tez wnioskuje o dopuszezenie pani mgr
Marceliny Gorezycy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

zeroki zakres

Biorac pod uwage wyjatkowo wysoki poziom naukowy pracy oraz s

przeprowadzonych badai i opano wanych przez Doktorantke mnetod badawczych, wnioskuje o

wyréznienie przedlozonej rozprawy.

for, CEZ

dr hab. Eukasz Cwiklik




