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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Marceliny Gorczycy pod tytutem ,Badania oddzialywan zwigzkéw
organicznie aktywnych z modelowymi membranami lipidowymi”, wykonanej pod kierunkiem
profesora dr. hab. Jacka Korchowca i promotora pomocniczego dr hab. Ewy Luchter-
Wasylewskie] w Zakiadzie Chemii Teoretycznej im. prof. K. Gumiriskiego Uniwersytetu

Jagiellorskiego w Krakowie.

Wprowadzanie nowych lekow do terapii farmakologicznej to zadanie niezwykle
wazne, trudne i czasochfonne. Proces powstawania nowego leku trwa okoto 20 lat i
poprzedzony jest bardzo skrupulatnymi badaniami na wielu poziomach. Jednym z pierwszych
etapow jest sprawdzanié na poziomie molekularnym wptywu czasteczki nowego leku na stan
btony lipidowej komérki. To zagadnienie jest opracowywane wieloaspektowo przez liczne i
roznorodne grupy badawcze poczawszy od badan teoretycznych i symulacji komputerowych
po dodwiadczenia na uktadach modelowych i natywnych a koriczac na badaniach klinicznych.
Zrozumiate zatem sg wysokie naktady finansowe ponoszone w Unii Europejskiej, USA i wielu
innych krajach na badania w tej dziedzinie. '

Przediozona mi do recenzji praca doktorska jest w nurcie zagadniefi zwigzanych z
projektowaniem i syntezg nowych lekdéw. Dotyczy oddziatywari nowych zwigzkdw o
potencjalnych wifasciwoéciach antybakteryjnych z monowarstwami fosfolipidowymi
stanowigcymi  modele bton komérkowych. Poprzez interdyscyplinarne  badania
eksperymentaine i teoretyczne uzyskano gteboki wglad w zioZony proces interakcji
antybiotykéw z fosfolipidami. Praca powstata we wspéipracy z trzema osrodkami

zagranicznymi gfdwnie ze znanym 2z dtugoletniej wspdtpracy laboratorium prof. Ewy



Rogalskiej i prof. Jeana-Bernarda Regnouf de Vainsa (Laboratorium Structure et
Reactivite des Systems Moleculaires Complex, CNRS/ Universite de Lorraine) w Nancy, oraz
prof. Santiocago V. Luisa (Departamento de Quimica Inorganica y Organica, Universitat Jaume
[) w Castellon w Hiszpaniii.

.« Doktorantka byta stypendystka programu Fundacji Rozwoju Systemu Edukacji oraz
projektu ,Spoteczenstwo ~ Technologie ~ Srodowisko” wspierajgcych jej staze zagraniczne
oraz uczestniczyfa w pracach w ramach projektu NCN kierowanego przez dr Beate
Korchowiec.

Przedtozona do oceny praca posiada klasyczny uktad szesciu rozdziatéw: Wprowadzenie
i cel pracy, Czes$cé literaturowa, Materiaty i metody badan, Wyniki badan i ich dyskusja,
Whioski i Bibliografia. Dodatkowo znajduje sie zestawienie zastosowanych skrotow a praca
koriczy sie streszczeniem, spisem publikacji i wystapient konferencyjnych. Cafos¢ pracy jest
zawarta na 171 numerowanych stronach z dodatkiem stron tytutowych, spisem tresci i
skrétow, zawiera 82 rysunki, 17 tabel oraz 306 cytowanych pozycji literaturowych. Rozprawa
jest skomponowana bardzo poprawnie. Czeéé literaturowa jako teoretyczne wprowadzenie
oraz opis dotychczasowego stanu wiedzy stanowi jedng trzecig czes¢ pracy. Opisy
zastosowanych zwigzkéw oraz technik pomiarowych zajmuja 10% dysertacji. Nieomal
potowa objetosci pracy to bardzo obszerny materiat eksperymentalny i wnikliwa dyskusja
uzyskanych  wynikdéw  zakoriczona  trzynastoma  wypunktowanymi  wnioskami i

dwustronicowym streszczeniem catej pracy.

Celem przedtozonej mi do recenzji pracy, kiéry postawita sobie Doktorantka, byta
charakteryzacja oddziatywarh dwéch rodzajow czasteczek potencjainych lekow 2z
modelowymi btonami bdilogicznym_i w postaci monowarstw fosfolipidowych. Potencjalnymi
lekami badanymi w pracy sg kaliksareny i dimeryczne surfaktanty. Uzyte dwa kaliksareny to
zwigzki makrocykliczne pochodne p-tert-butylokaliks{4]arenu podstawione czgsteczkami
antybiotyku. Dla poréwnania uiyto réwniez monomerkaliksarenu. Kaliksareny
syntetyzowano w grupie préf. de Vainsa we Francji. Pie¢ blizniaczych pseudopeptydow
zawiera dwie czgsteczki aminokwasu, potaczone ze sobg alkilowymi tarficuchami o réinej
dtugosci oraz dotgczone po obu korcach dwa tancuchy hydrofobowe. BliZniacze surfaktanty
byty syntetyzowane w grupie prof. Luisa w Hiszpanii. Czasteczki byly testowane na

monowarstwach utworzonych z pigciu fosfolipidow trzech anionowych i dwdch
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niejonowych. Fosfolipidy zakupiono w firmach Sigma-Aldrich i Avanti Polar Lipids.

Wybrane przez mgr Gorczyce ukfady byly formowane i charakteryzowane na granicy
powietrze-woda z zastosowaniem techniki Langmuira. Poza charakterystykami
termodynamicznymi warstw lipidowych, na podstawie izoterm n—A, poddanych dziataniu
kaliksarenéw i blizniaczych pseudopeptydéw wykorzystano zmiany elektrycznego potencjatu
powierzchniowego podczas spreiania monowarstw (izotermy AV-A) oraz rejestrowano
tekstury warstw za pomocg mikroskopu Brewstera (BAM). Waing role w interpretacji
wynikéw odgrywaja widma podczerwone monowarstw Langmuira rejestrowane trudng i
rzadko dostepng technikg PM-IRRAS (polarization modulation infrared reflection absorption
spectroscopy). Znaczng i bardzo istota cze$é rozprawy zajmujg obliczenia kwantowo-
mechanicznymi  (modelowanie molekularne) badanych uktadow 2z zastosowaniem
odpowiednich funkcjonatéw. W pracy wyznaczono unikatowe parametry opisujace katy
odchylenia osi taricuchéw hydrofobowych czasteczki od normalnej do powierzchni subfazy
oraz ich rozktady radiair;e.

Zasadniczg cze$é pracy stanowi rozdziat zatytutowany ,Wyniki badan i ich dyskusja”,
ktére Doktorantka podzielita na trzy czesci opisujace oddziatywanie pochodnej kaliks[4]arenu
CX, kaliks[4]arenu CX1 i jego monomeru mCX1 oraz bliZniaczych pseudopeptydow na
organizacje monowarstw lipidowych. Wptyw badanych zwigzkéw na modelowe btony
biologiczne oceniano na podstawie zmian energii swobodne] Gibbsa AG™™
dwusktadnikowych warstw Langmuira a interpretacja byla wspomagana przez analize zmian
potencjatu elektrycznego mieszanych monowarstw podczas ich sprgziania. Naocznym
dowodem na wplyw pseudopeptydéw na strukture monowarstwy lipidowej sg
zarejestrowane obrazy tekstur za pomoca BAM. Widoczne sg stopniowe zmiany przejscia
fazowego LE-LC spowodowane kolejnymi surfaktantami blizniaczymi, ktére pojawia si¢ dla
coraz wiekszych wartoéci ciénienia powierzchniowego. Analiza przesunigé pasm drgan
symetrycznych i asymetrycznych grup metylenowych w widmach absorpcji w podczerwieni
uzyskane za pomocg unikatowego spektrometru PMI firmy KSV {widma PM-IRRAS) pozwolity
Doktorantce okreslié konformacje tfancuchéw alkilowych badanych pseudopeptydéw w
jedno- i dwusktadnikowych monowarstwach.

Wykonane obliczenia kwantowo-mechaniczne silnie wspierajg interpretacje wynikéw
doswiadczalnych i pozwalajg dogtebnie zrozumieé¢ mechanizmy molekularne w badanych

uktadach na granicy faz powietrze—woda. Bardzo czestym pytaniem pojawiajgcym sie w
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dyskusjach jest jak dalece molekuty w warstwach Langmuira sg zanurzone w wodzie. Wyniki
przeprowadzonych symulacji komputerowych pokazujg rozktady czasteczek H,O wokot
fosfolipidéw i zmiany powodowane adsorpcjg badanych czasteczek. Przedstawione jest to
na obrazach ufozenia czgsteczek fosfolipidéw i badanych zwigzkéw na symulowanej
powierzchni wody. Gléwnymi parametrami jakie analizowano byfa radiaina funkcja rozktadu
wybranych atoméw (np. fosforu dla fosfolipidéw DMPC i DMPS), parametr porzgdKu Sirans
tancuchéw acylowych fosfolipidow 1 parametr porzadku rotacyjnego G, opisujacy
uporzadkowanie obszardow hydrofobowych analizowanych warstw Langmuira.

Badania sg bardzo systematycznie przeprowadzone i dobrze udokumentowane
dodwiadczalnie z zastosowaniem komplementarnych metod eksperymentalnych i obliczen
kwantowo-mechanicznych. Materiat badawczy i jego interpretacja nie budzg zastrzezen,

W swojej dysertacji Doktorantka wykazata, ze:

s dwusktadnikowe monowarstwy Langmuira CX/DLPC majg wigksze uporzadkowanie niz
warstwy j.ednoskiadnikowe co mozna ttumaczyé pojawianiem sie wigzan wodorowych;
mozna zatozyé, e CX bedzie miat silne dziatanie antybakteryjne hamujac wplyw
enzymow lipolitycznych,

s powstajg wigzania wodorowe pomigdzy czasteczkami guanidynowych pochodnych
kaliksarenu CX1 zwiekszajac hydrofobowos$¢ jej korony a przenikanie CX1 do
hydrofobowej czesci btony lipidowej nastepuje poprzez mechanizm flip-flop, co uzyskata
dzieki symulacjom komputerowym MD,

e blifniacze pseudopeptydy powoduja duze zmian upakowania DMPG i TMCL w
monowarstwach mieszanych, zmniejszaja uporzadkowanie faricuchéw hydrofobowych
fosfolipidéw co powoduje wzrost penetracji czasteczek wody az do czesci

hydrofobowych monowarstw.

Chce zwrdcié uwage na to, ze praca napisana jest bardzo starannie pod wzgledem
merytorycznym i edytorskim a poziom dyskusji uzyskanych rezultatow jest wysoki. Wplyw na
to ma réznorodnoéé technik charakteryzacji i obszernosé¢ materiatu doswiadczalnego silnie
wspartego obliczeniami komputerowymi. Cato$¢ dysertacji jest dobrze przemyéiana o czym
$wiadcza dwie opublikowane brace w renomowanych czasopismach o duzym wspofczynniku

wptywu (impact factor — IF) oraz dwie nastepne wystane do druku.



Z obowiazku recenzenta chciatbym zwrécié uwage na nieliczne elementy pracy, ktore
wymagatyby komentarza Doktorantki.

1. Na wykresach powierzchni nadmiarowej oraz nadmiaru energii Gibbsa dla badanych
dwusktadnikowych mieszanin nie zamieszczono prostokatéw btedéw. Doktorantka nie

. komentuje obliczonych wartoéci AG. Czy AG™ ~ 150J/mol to bezwzglednie duza wartos¢
i silna destabilizacja monowarstwy?

2. Wnioski wyciagane z izoterm AV-A sg oszczedne a na wielu izotermach moina zauwazyc
znaczne zmiany nachylenia krzywych. W kilku przypadkach rejestracja tych izoterm
rozpoczyna sie dla zbyt matych wartosci $rednich powierzchni przypadajacych na
molekute a przeciez potencjat elekiryczny AV narasta wczesniej niz cinienie
powierzchniowe m.

3. W rozktadach radialnych funkcji g°°{r) widoczne sa oscylacje {np. najwyrainiej widoczne
na Rys. 80). Jaka jest interpretacja fizyczna kolejnych ekstremdw?

4. Czy poza rozkiadami katowymi utoienia faricuchow hydrofobowych wyznaczonych z
potozenia linii prostej miedzy kraficowymi atomami wegla nie naleizy analizowal

odlegtosci miedzy nimi?

W pracy znalaztem nieliczne biedy np. to, ze w mikroskopie BAM zastosowany jest
zielony laser helowo-neonowy. Na rysunkach przedstawiajacych wyniki modelowania MD
niejasny jest opis osi odcietych , potozenie kata ¢ w faiicuchu hydrofobowym”. Uwazam, e
rysunki przedstawiajgce serie izoterm powinny by¢ wigksze, by daé czytelnikowi mozliwos¢
wiasnej analizy przebiegu krzywych.

Drobne niedociagniecia edytorskie nie utrudniaja podazanie za argumentacja Autorki
ani nie maja wplywu na warto$¢ merytoryczng przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskiej. Duig zalety pracy jest zastosowanie wielu komplementarnych metod
badawczych a zwifaszcza symulacji komputerowych w celu dogtebnego okreslenia
oddziatywan wystepujacych pomiedzy zwigzkami aktywnymi biologicznie a monowarstwa
lipidows. T czeéé pracy uwazam za najbardziej oryginalng i wiele wnoszacg do zrozumienia
przedmiotu badan. Mgr Marcelina Gorczyca wykazata, Zze posiada doswiadczenie w pracy
badawczej, o czym $wiadczg wyniki pomiarow prowadzonych w kooperacji z grupami
badawczymi z renomowanych o$rodkéw naukowych w Polsce i Francgji. Wyniki prac zostaty

opublikowane (4 publikacje) w czasopismach z bazy Journal Citation Reports {JCR) wysokim



parametrze wplywu [F. Byly réwnie: ficznie prezentowane na 7 konferencjach krajowych i
zagranicznych w formie plakatowe;j.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr Marceliny Gorczycy stanowi
duZe osiggniecie Doktorantki poszerzajace wiedze o oddziatywaniach badanych czasteczek.
Doktorantka udowodnita, ze potrafi. prowadzi¢ badania naukowe na wysokim poziomie. W
moim przekonaniu, przedtozona mi do oceny praca spefnia wymagania stawiane pracom
doktorskim w mysl ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku i wnosze o dopuszczenie Pani mgr

Marceliny Gorczycy do dalszych etapow przeWodu doktorskiego.



