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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marzeny Mach
pt. ,Badanie oddzialywan wybranych kationowych pochodnych fosfatydylocholiny z

lipidowymi skladnikami bakteryjnych i zwierzecych blon komérkowych”

Praca doktorska mgr Marzeny Mach zostala zrealizowana na Wrydziale Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii w Zespole
Fizykochemii Powierzchni pod kierownictwem prof. dr hab. Pawla Wydro, prof. UJ. W
swoje] pracy Doktorantka postawila sobie za cel zbadanie oddzialywan wybranych
kationowych lipoidéw, w postaci triestrow diacylo-fosfatydylocholiny, z lipidami
wystepujgcymi  w  blonach biologicznych komoérek bakteryjnych oraz zwierzgeych.
Motywacja dla podjecia tego typu badan jest zwiekszenie potencjatu aplikacyjnego lipoidéw
w obszarach biomedycznych, co wynika z ich unikalnych wiasciwoséci. W tym kontekscie,
zglebienie charakteru oddzialtywan lipoidéw z modelowymi filmami lipidowymi moze
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw dostarczania lekéw, lipofekcji oraz
aktywnosci przeciwbakteryjnej tego typu zwigzkdw. Zatem podjeta w pracy tematyka jest bez
watpienia atrakcyjna i bardzo aktualna, przy czym znaczenie uzyskanych wynikow moze

zdecydowanie wykraczaé poza obszar chemii.

Rozprawa doktorska obejmuje igcznie 204 strony, przy czym zostala podzielona na
czgs¢ literaturowag oraz eksperymentalng. Jezyk rozprawy zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i stylistycznym jest poprawny, a literatura zostata dobrana prawidtowo i
uwzglednia najwazniejsze publikacje w omawianej tematyce. Praca zostala starannie
przygotowana rowniez od strony edytorskiej. Na poczatku rozprawy zamieszczono
wprowadzenie, gdzie jednoczesnie zdefiniowano réwnicz cel pracy oraz pokrét‘ce
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przedstawiono motywacje dla podjecia opisanych w rozprawie badafd. W kolejnych
rozdziatach skladajacych sie na czgéé literaturowa, autorka przedstawila strukture i
wlasciwosci lipoidéw kationowych oraz ich aktualne, jak i potencjalne zastosowania.
Szczegblng uwage poswiecono triestrom diacylo-fosfatydyiocholiny, ktére stanowily gldwny
obiekt badad w niniejszej pracy. Opisano réwniez zastosowanie lipoidow kationowych jako
noénikéw materialu genetycznego w terapii genowej oraz mozliwy mechanizm lipofekeii.
Dalsze rozdzialty obejmuja omoéwienie struktury i whasciwosci membran biologicznych oraz
ich biomimetycznych modeli épanych na filmach lipidowych. Zwienczeniem czesci
literaturowej jest opis metod instrumentalnych wykorzystywanych w badaniach modelowych
warstw lipidowych. Nalezy wyraZnie zaznaczy¢, ze wspomniana czg$é literaturowa zostala
przedstawiona w bardzo uporzadkowany sposéb, przy czym tre$¢ jest umiejetnie dobrana 1
bezposrednio odnosi si¢ do czesci eksperymentalnej pracy. Swiadczy to o zglebieniu przez
Autorke tematyki rozprawy doktorskiej. Niemniej jednak, w niektoérych miejscach czytelnik
moze natkna¢ sie na drobne niescistosci, ktére warto byloby sprostowaé. Szczegblowe uwagi

s$g nastepujace:

e Na stronie 13 pojawia si¢ stwierdzenie, ze zwiazek przeciwbakteryjny o oznaczeniu
CSA-13 jest przyktadem carageninu. Prawidiowe okreslenie to ceragenina.

e Na stronie 14 znajdujemy informacje, iz etylofosfatydylocholiny, z nasyconymi
taficuchami acylowymi zorganizowane w dwuwarstwy wykazuja podobng do
niepodstawionych odpowiednikéw temperature przemiany fazowej zel — ciecz
krystaliczna, ale w fazie cieklokrystalicznej ilo§¢ czasteczek wody pomiedzy
dwuwarstwami jest mniejsza w stosunku do natywnych fosfatydylocholin. Czy efekt ten
jest zwigzany bezposrednio z obecnosdcig dodatkowego podstawnika przy grupie
fosforanowej, ktory ewentualnie moze wplywaé na hydratacje gléw polarnych? Szersze
omoéwienie tego zagadnienia wydaje si¢ o tyle istotne, ze w czesci eksperymentalnej
zmniejszenie $rednicy hydrodynamicznej liposoméw w obecnosci kationowych lipoidéw
przypisywane jest zmianie grubosci warstwy hydratacyjnej. Zatem efekty te wydajg si¢
by¢ powiazane.

e W rozdziale 12 dotyczacym mechanizméw dziatania amfifilowych S$rodkow
przeciwbakteryjnych na membrany lipidowe, warto byloby pokusié¢ si¢ o krétkie
oméwienie dwoch dosé istotnych mechanizmow opartych na formowaniu kanatéw lub
poréw w membranie. Konkretnie chodzi o model klepek beczki oraz model toroidalny,

ktére sa do$¢ charakterystyczne np. dla amfifilowych peptydéw. O ile ten pierwszy



model jest dos¢ trudny do wyobrazenia w przypadku kationowych lipoidéw, o tyle ten
drugi wydaje sie prawdopodobny.

* Na stronie 29, zamieszczone dwukrotnie odwotania do Rysunku 9 prawdopodobnie
powinny odnosi¢ si¢ do Rysunkéw 13 oraz 14, ktore ilustruja o.dpowiednio omawiane w
tekscie sfingolipidy oraz sterole.

¢ 7 kolei na stronie 32 znajdujemy opis porzadkujgcego oraz kondensujacego efektu
cholesterolu na membrany lipidowe. W rzeczywistosci efekt cholesterolu jest nieco
bardziej zlozony 1 pelni on role swoistego ,.buforu ptynnosci” membrany. Innymi stowy,
ponizej temperatury przejscia fazowego zaburza uporzadkowanie lipidéw zwigkszajac
plynnoé¢ membrany (w poréwnaniu do ukiadu bez cholesterolu), podczas gdy powyzej
temperatury przejscia fazowego ogranicza ruchliwoéé lancuchéw acylowych
zmnigjszajac tym samym plynno$é membrany (ponownie w poréwnaniu do ukladu bez
cholesterolu).

e Na stronie 36, Autorka stwierdza, ze odmienny od pozostatych lipidéw ksztalt kardiolipin
sprawia, ze szczegllnie wplywajg one na napiecie oraz krzywizne blony. Warto byloby

doprecyzowac o jakie napi¢cie chodzi oraz jaki jest ewentualnie wspomniany wptyw.

Czgé¢ eksperymentalng otwiera opis wykorzystywanych zwigzkéw chemicznych oraz
procedur pomiarowych, po ktérym przedstawiono skiad lipidowy modelowych filmow. W
tym miejscu nalezy zaznaczyé, iz dobér sktadnikéw lipidowych zostal starannie przemyslany
tak, aby odzwierciedlal sklad membran odpowiednich blon komérek bakteryjnych oraz
eukariotycznych.  Nastepnie  systematycznie  opisano  wyniki  eksperymentéw
przeprowadzonych dla monowarstw Langmuira oraz’ dwuwarstw w postaci pecherzykow
lipidowych, odpowiednio w nieobecnosci oraz po wprowadzeniu do nich badanych
kationowych lipoidow. W tym celu wykorzystano liczne metody instrumentalne obejmujgce
technike Langmuira, mikroskopie kata Brewstera, metode dynamicznego rozpraszania swiatla
(DLS), pomiar potencjatu dzeta oraz metody fluorescencyjne. Kolejne rozdziaty obejmujg
interpretacje uzyskanych rezultatéw, gdzie poréwnano miedzy innymi powinowactwo
kationowych lipoidéw do  poszczegdlnych modelowych membran lipidowych oraz
przedyskutowano ich wplyw na wlasciwosci i organizacj¢ wspomnianych membran. W
ostatniej czgsci pracy zestawiono najwazniejsze wnioski. Tutaj nalezy zwroci¢ uwage na kilka
elementéw, ktdre stanowia o wysokiej wartosei poznawcze] przedstawionej do oceny
rozprawy. Autorka wykazala ze obecnos$¢ lipoidow w filmach POPC/cholesterol,

sfingomielina/cholesterol oraz POPC/sfingomielina/cholesterol, ktore imituja membrany



komoérek eukariotycznych, ostabia korzystne oddzialywania pomi¢dzy lipidami i tym samym
zmniejsza uporzgdkowanie laficuchéw acylowych w warstwie powodujgc zwigkszenie je
plynnosci. Jednoczeénie wpltywa réwniez na ladunek powierzchniowy membrany i zwigksza
jej przepuszczalno$é dla wody oraz jondw. Efekt ten wynika ze zwié;kszonego rozmiaru giéw
polamych lipoidéw oraz obecnosci zlokalizowanego na nich tadunku dodatniego. Ten ostatni
odpowiada za zwiekszone oddzialywania odpychajace w warstwie, w szczegolnosci przy
wzroscie stezenia lipoidéw. Co wiecej, uplynnienie warstw bardziej uwydatnia sig¢ w
przypadku kationowych lipoidow posiadajacych nienasycone wigzania, wskazujgc na
synergiczny charakter oddzialywan. Wyniki te niewatpliwie moga przyczynié si¢ do lepszego
zrozumienia mechanizméw dziatania kationowych lipoidéw w procesach lipofekeji oraz
kontrolowanego dostarczania lekéw. Kolejnym istotnym rezultatem pracy jest wykazanie
korzystnych termodynamicznie oddziatywah lipoidéw ze skladnikami lipidowymi
charakterystycznymi dla blon komorek bakteryjnych. Doktorantka dowiodla, ze istotne
znaczenie maja tutaj oddziatywania elektrostatyczne kationowych lipoidéw z ujemnie
naladowanymi fosfatydyloglicerolem oraz kardiolipina. W tym przypadku, wbudowanie si¢
lipoidéw w filmy lipidowe skutkuje zaréwno zaburzeniem organizacji molekularnej
membrany, jak réwniez zmiana jej tadunku powierzchniowego i przepuszczalnosci. Wynik
ten z pewnoscig mozna uznaé za istotny z punktu widzenia potencjalnego wykorzystania tego
typu zwigzkow, przykladowo w leczeniu infekcji bakteryjnych. Pomimo stwierdzenia, iz
aktywnos¢ przeciwbakteryjna jednego z lipoidéw (EPOPC) jest na umiarkowanym poziomie,
to nadal mogg one byé rozwazane jako elementy sktadowe nosnikéw liposomalnych
ulatwiajgcych inkorporacje whasciwego zwigzku do wnetrza komérki bakteryjnej. O duzym
znaczeniu przytoczonych powyzej wynikéw badan, léwiadczy fakt opublikowania ich w
cenionych periodykach naukowych z dziedziny fizykochemii powierzchni oraz biomembran.
Niemniej jednak, po lekturze czesci eksperymentalnej rozprawy nasuwajg si¢ pewne pytania i
drobne watpliwosci, do ktérych warto byloby si¢ ustosunkowaé. Szczegdélowe uwagi sg

nastepujace:

¢ Suchy film lipidowy do formowania liposoméw z uwieziong w nich sonda
fluorescencyjna byt hydratowany z wykorzystaniem wodnego roztworu kalceiny w 1 M
PBS. Zatem takiego sktadu roztworu nalezy oczekiwa¢ wewnatrz liposomu. Nastgpnie do
celéw miareczkowania postuzono si¢ roztworem Triton X-100. Czy w zwiazku z tym nie
istnieje zagrozenie, ze liposomy begda uwalnia¢ barwnik nie tylko z powodu obecnosci

surfaktantu, ale réwniez w wyniku pekania pod wplywem znacznej réznicy stezen jongw



wewnatrz i na zewnatrz liposomu? Powstawanie defektéw, jak réwniez liza pgcherzykow
lipidowych pod wplywem cisnienia osmotycznego byta przedmiotem licznych prac (np.
Hallett et al. Mechanical Properties of Vesicles. II. A Model for Osmotic Swelling and
Lysis. Biophys. J. 1993, 64, 435.; Hantz et al. The Osmotic Response of Large
Unilamellar Vesicles Studied By Quasi-Elastic Light-Scattering. Biochim. Biophys. Acta
1986, 862, 379; Mui et al. Osmotic Properties of Large Unilamellar Vesicles Prepared by
Extrusion. Biophys. J. 1993, 64, 443). Dodatkowo, nasuwa si¢ rowniez pytanie, czy przy
takim podejsciu eksperymentalnym mozemy odrézni¢ zmiany przepuszczalnosci od

solubilizacji membrany.

W nawigzaniu do eksperymentéw opisujacych zmiany przepuszczalnosci dwuwarstw
lipidowych pojawia sie informacja, iz uklady zawierajgce kationowe lipoidy w wyzszych
stezeniach nie wykazujg zdolnosci formowania liposoméw z uwigzionym barwnikiem.,
Mozna przyjaé, ze nie jest to zwigzane z geometria czasteczek lipoidow, a w
konsekwencji z ich parametrem upakowania, poniewaz mozliwe Bylo otrzymanie
liposoméw bez barwnika nawet w obecnosci stosunkowo wysokich stezen lipoidow.

Pojawia sie zatem pytanie, jaka jest przyczyna wspomnianych ograniczen?

Zmiany intensywnosci fluorescencii dla ukladu POPE/POPG z dodatkiem lipoidéw
wskazuja na wzrost przepuszezalnosci dwuwarstwy, podezas gdy analogiczny
eksperyment wykonany dla POPE/POPG/TOCL z dodatkiem lipoidéw wskazuje, ze
mamy do czynienia z odwrotnym efektem. Mozna zatem przypuszczaé, ze istotng rolg
odgrywa tutaj obecnos¢ kardiolipiny. By¢ moze opfécz efektow elektrdstatycznych warto
tutaj rozwazyé geometrie czgsteczek. Kardiolipina charakteryzuje si¢ wartoscig
parametru upakowania CPP > 1 , natomiast dla lipoidéw stosowanych w pracy mozna
oczekiwaé wartosci CPP < 1. Wowcezas czasteczki te wykazywalyby odwrotng tendencje¢
do formowania krzywizny w dwuwarstwie. W zwiazku z tym, kardiolipina moglaby
potencjalnie kompensowaé naprezenia dwuwarstwy generowane przez lipoidy i tym
samym utrudniaé permeabilizacje membrany. Czy tego typu scenariusz moze by¢ brany

pod uwage przy interpretacji uzyskanych w pracy wynikdw?

Pomimo, ze terminy opisujace ksztatt domen lipidowych na zdjgciach BAM sg dosé

obrazowe i sugestywne (,,domeny przypominajgce kwiaty” lub ,,domeny przypominajace

-+



platki éniegu™), bardziej wlasciwe w tekscie naukowym wydaje sig zastgpienie ich

okresleniem ,,dendrytyczne”, ktérym zwykle opisuje sig krystality o strukturze fraktalnej.

W tym migjscu trzeba podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi krytyczne i
komentarze absolutnie nie wplywajg na jednoznacznie pozytywnag ocen¢ przediozonej
rozprawy doktorskiej, przy czym majg one raczej charakter polemiczny, badZ zachgcaja
Autorke pracy do uscislenia pewnych zagadnien.

Z pewnodcia nalezy réwnieé docenié dotychczasowe osiggnigcia naukowe mgr Marzeny
Mach. Na jej dorobek publikacyjny skiada si¢ 7 prac w czasopismach z tzw. listy
filadelfijskiej. Przy czym sa to pozycje obejmujgce cenione tytuly takie, jak Biochimica et
Biophysica Acta: Biomembranes oraz Langmuir, ktore aktualnie stanowia bodajze najszersze
forum wymiany myéli naukowej w szeroko pojetej tematyce biomimetycznych warstw
lipidowych oraz ich oddziatywan z biomolekulami. Réwnie duze wrazenie fobi dorobek
konferencyjny obejmujacy 17 konferencji miedzynarodowych oraz 9 krajowych. Dowodzi to

bardzo duzej aktywnosci doktorantki w zakresie upowszechniania wynikéw swoich badan.

Podsumowujgc, w mojej opinii przedtozona do recenzji praca doktorska zawiera bardzo
interesujgce oraz wartosciowe wyniki badaf. Co istotne, zostaly one przedstawione w
przejrzysty spos6b, a ich interpretacja oraz wyciggniete na ich podstawie wnioski sg logiczne
i w pelni uzasadnione. Prace oceniam zdecydowanie pozytywnie i stwierdzam, ze spelnia ona
wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2017 1. poz. 1789). W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszezenie mgr Marzeny Mach do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorge pod uwage znaczenie i jakos¢
badan zaprezentowanych w rozprawie oraz dorobek Doktorantki, do niniejszej recenzji

zalgczam wniosek o wyrdznienie pracy Pani mgr Marzeny Mach.



