PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera
Poiskiej Akademii Nauk

| Krajowy Naukowy
’ | Ditodek Wiadacy

emeryt. prof. dr hab. Kazimierz Matysa
Krakéw, 26, 07, 2017 1.

Recenzja pracy doktorskiej
p. mgr Justyny Mildner
pt. "Badanie wplywu wybranych lekow znieczulajgcych miejscowo na monowarstwy

lipidowe modelujgce blony komérek nerwowych, mitochondriow i erytrocytow”.

Pani mgr Justyna Mildner wykonala swoja prace doktorska w Zaktadzie Chemii
Ogolnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem p. prof. dr hab.
Patrycji Dynarowicz-Latka. Celem badan wykonanych w recenzowanej pracy doktorskiej
bylo okreslenie wpltywu wybranych 4-ech lekéw (lidokaina - LiC, mepiwakaina - MC,
prylokaina - PriC, ropiwakaina - RC) znieczulajacych miejscowo (LZM) na wihasciwosei
Jedno-, dwu- i trdj-skladnikowych monowarstw formowanych z 7 lipidéw blonowych,
réznigcych si¢ migdzy sobg budowg zaréwno czesci apolamej jak i polarnej czasteczki.
Monowarstwy o zmienianym skladzie byly formowane i badane w $cisle kontrolowanych

warunkach na skomputeryzowanej wadze Langmuira.

Monowarstwy lipidowe sa ukladem modelowym bardzo szeroko stosowanym w
literaturze $§wiatowej w badaniach wiasciwosci membran biologicznych, Zwiazane jest to z
powszechnie przyjetym podejsciem, ze efektywno$¢ dziatania wigkszosci biologicznie
czynnych substancji i lekéw zalezy od aktywnosci (oddziatywan) molekut tych zwigzkow
chemicznych na powierzchniach miedzyfazowych komorek i/lub ich penetracja poprzez
blony komérkowe. Z tych wzgledéw waga Langmuira jest tak powszechﬁie stosowana
technika w badaniach wptywu skladu monowarstw lipidowych na oddziatywania i
penetracje¢  przez molekuly substancji rozpuszczonych w  sub-fazie cieklej pod
monowarstwami. Atrakcyjnosé techniki Langmuira zwigzana jest takze ze stosunkowsg
latwoscia wytwarzania i duzymi mozliwosciami precyzyjnego zmieniania skladu
formowanych monowarstw i kontrolowania na skomputeryzowanych wagach Langmuira

wpltywu tych zmian oraz stopnia upakowania monowarstw na wielkosci kolektywnych
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oddziatywafi wystgpujacych w tych samoorganizujacych si¢ uktadach molekularnych i
zmiany tych oddzialywar wskutek obecnodci i/lub penetracji molekul rozpuszezonych w
sub-fazie cieklej pod monowarstwa. Ponadto rozwdj komplementarnych technik (BAM,
spektroskopie IR, UV-Vis, X-ray diffraction) umozliwiajacych wizualizacje i glebsze
poznanie struktury i wlasciwosci wytworzonych monowarstw Langmuira powoduje, ze
technika ta jest bardzo powszechnie stosowana w badaniach prowadzonych w calym
Swiecie, czego dobra ilustracja jest liczba ponad 17 000 odnosnikéw literaturowych
pokazywanych przez ISI Web of Science po wpisaniu hasta ,.Langmuir monolayer” oraz
prawie 11 000 po wpisaniu hasta ,lipid monolayer” (w tym ponad 2 500 w ostatnich 5
latach). Liczby te ilustruja jak aktualna i cieszaca si¢ szerokim zainteresowaniem jest

tematyka i metodyka badan przedstawione w pracy doktorskiej p. mgr Justyny Mildner.

Rozprawa doktorska p. mgr Justyny Mildner liczy 167 stron i zawiera 143 wykresy i
rysunki. Uklad pracy jest klasyczny, tzn. jest podzielona jest na 2 podstawowe czesci:
teoretyczng i doswiadczalng, uzupelnione o jasno i zwigzle przedstawiony cel pracy oraz
streszczenia w j. polskim i angielskim. Bibliografia jest obszerna i obejmuje 287 pozycii
Swiatowej literatury, w prawie 100% anglojezycznej. Bardzo uzyteczny jest dodany na
poczatku pracy spis skrétéw uzywanych powszechnie w tekseie. Tekst pracy jest napisany
poprawnym jezykiem, a zagadnienia w niej omawiane sa przedstawione w sposob
przejrzysty, co pokazuje, ze Doktorantka rozumie zagadnienia, o ktérych pisze i potrafi je

poprawnie przedstawié.

Czes¢ literaturowa to 3 rozdziaty, w ktérych na 42 stronach p. mgr Justyna Mildner
kolejno przedstawia i analizuje literaturowe dane dotyczace: i) lekow znieczulajacych
miejscowo (LZM), ii) monowarstw Langmuira, oraz iii) najwazniejsze metody stosowane w
badaniach wlasciwosci monowarstw otrzymywanych na wagach Langmuira, W pierwszym
rozdziale Doktorantka przedstawia ogdlng charakterystyke lekéw znieczulajacych
miejscowo (LZM), ich zastosowania i mechanizmy dzialania. Podkresla tutaj, ze
mechanizm dziatania LZM nie jest jeszcze ostatecznie wyjasniony, ale wiadomym jest, ze
zniesienie odczuwania bélu nastepuje wskutek blokowania przewodzenia impulsow
elektrycznych przez blone komérkowa poprzez blokowania przepuszczalnosci jonow sodu.
Doktorantka jasno przedstawia hipotezy zgodnie, z ktérymi zablokowanie kanatéw

jonowych moze nastepowaé wskutek: i) bezposredniego laczenia si¢ czasteczek lekéw z



kanatami, lub ii) poprzez interakcje czasteczek lekéw z dwuwarstwa lipidowa blony
komorkowej, co powoduje modyfikacje jej wihasciwoscei fizykochemicznych i takze
zapobiega otwieraniu kanaléw jonowych. Shusznie podkresla, ze sg to nawzajem
uzupeiniajace si¢ mechanizmy i przekonywujaco argumentuje takze tutaj, ze badania na
wagach Langmuira dostarczajg istotnych informacji na temat wplywu czasteczek LZM na
wlasciwosci fizykochemiczne monowarstw lipidowych i sa b. pomocne dla okreslenia
mechanizmu dzialania réznych anestetykéw. W nastepnym rozdziale oméwione sa
wlasciwosei 1 metodyki otrzymywania monowarstw Langmuira, ze szczegétowym
oméwieniem i uzasadnieniem mozliwosci poznawczych wynikajacych z zastosowan
techniki monowarstw Langmuira do modelowanie blon komérkowych oraz do badania ich
oddzialywan z czasteczkami bioaktywnymi. Wartym odnotowania z uznaniem jest fakt, ze
Doktorantka podkreéla tutaj mocno jak istotna jest powtarzalno$ckw wyznaczaniu izoterm x
—A, czyli zmian ci$nienia powierzchniowego z powierzchnig przypadajaca na czasteczke w
monowarstwie Langmuira, 1 omawia dokfadnie najistotniejsze - 10 najczesciej popetnianych
bledéw w procedurach formowania monowarstw i wyznaczania izoterm 7t —A. W ostatnim
rozdziale czgsci literaturowej oméwione sa najwazniejsze metody stosowane w badaniach
wlasciwosci monowarstw Langmuira, {j. pomiar cisnienia powierzchniowego oraz
rozwinigte w ostatnich latach metody mikroskopowe (BAM — Brewster Angle Microscopy) i
spektroskopowe (PM-IRRAS — Polarization Modulation Infrared Reflection-Adsorption
Spectroscopy, SERS — Surface Enhanced Raman Spectroscopy).

Czg$¢ literaturowa rozprawy, ktéra jest przejrzysta i zawiera najistotniejsze
informacje zwiazane z tematyka i badaniami wykonanymi w pracy, pokazuje, ze
Doktorantka potrafi krytycznie analizowaé literaturg przedmiotu i wykorzystaé dostepne

dane literaturowe do zaplanowania wiasnych badan i analizy otrzymanych wynikéw.

W I-szym rozdziale czesci eksperymentalnej mgr Justyna Mildner przedstawia
rozpuszczalniki i odezynniki uzywane w badaniach, ich pochodzenie i stopien czystosci
oraz struktury czasteczkowe 7 lipidow uzywanych do formowania monowarstw Langmuira,
a mianowicie; i) syntetyczna 1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), ii)
syntetyczna 1,2-dioleilo-sx-glicero-3-fosfocholina (DOPC), iii) syntetyczny chlesterol
(Chol), iv) syntetyczna 1-palmitylo-2-oleilo-sn-glicero-3-fosfocholina (POPC), v)
syntetyczna 1,2-palmitylo-2oleilo-~sn-glicero-3-fosfoetanoloamina (POPE), vi)

sfingomielina z z6tka jaja kurzego (SM) i vii) kardiolipina z serca wolowego (CL).



Omawia dokladnie metodyki przygotowywania roztwordéw lekéw, lipidéw, mieszanin
lipidéw 1 ich jedno- dwu- i tréj-sktadnikowych monowarstw, a takze pomiaréw ciénienia
powierzchniowego 1 rejestracji obrazéw monowarstw metoda BAM oraz widm odbiciowo-
absorpeyjnych z modulacja polaryzacji (metoda PM-IRRAS). W II-gim, riajobézerniejszym
(60 stron tekstu) rozdziale, Doktorantka przedstawia kolejno wyniki badan nad
oddziatywaniami amidowych LZM (lidokainé - LiC, mepiwakaina - MC, prylokaina - PriC,
ropiwakaina - RC) z kolejno: i) jednosktadnikowymi monowarstwami wszystkich badanych
lipidéw, ii) dwuskiadnikowymi monowarstwami wytworzonymi z mieszanin cholesterolu z
DPPC, POPC, DOPC, POPE i SM, oraz iii) monowarstwami trdjskiadnikowych
zbudowanymi z Chol-POPC-SM oraz Chol-POPC-PL. W badanych dwuskladnikowych
monowarstwach Chol-DPPC, Chol-POPC, Chol-DOPC, Chol-POPE ulamek molowy
cholesterolu wynosit 0,2; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8, natomiast w przypadku mieszanej monowarstw
Chol-SM utamek molowy sfingomieliny wynosit 0,25 oraz 0,5, co — jak pisze Doktorantka -
odpowiada proporcjom tych lipidow w blonach komérek nerwowych oraz erytrocytow i
mitochondriéw. W ukladach tréjsktadnikowych stosunek molowy POPC:SM i POPC:Cl byt
staty (1:0,9 i 1:0,35) natomiast utamek molowy cholesterolu zmieniano podobnie jak w
ukladach dwuskiadnikowych, od 0,2 do 0,8. Izotermy n—A dla wszystkich monowarstw,
oraz obliczane na ich podstawie wartosci moduléow Scisliwosci (C'= -A(dn/dA)r),
wyznaczano zawsze na subfazach czystej wody oraz roztworach badanych lekdw o stezeniu
1x10° mol/dm®. W analogiczny sposdb rejestrowano i poréwnywano zdjecia BAM
ofrzymywane przy roéznych cisnieniach powierzchniowych monowarstw oraz dla
wybranych ukladéw widma PM-IRRAS. W przypadku monowarstw dwu- i troj-
skladnikowych wyznaczane byly takze zaleznosci $redniej powierzchni przypadajacej na
czasteczke w zaleznosci od skfadu mieszanej monowarstwy i przy réznych cisnieniach
powierzchniowych. Odstepstwa od idealnego mieszania - kiedy $rednia powierzchnia jest
sumg iloczynéw zawartosci skladnikow w mieszaninie 1 ich $rednich powierzchni
czasteczkowych w monowarstwach jednoskladnikowych - $wiadcza o wystgpowaniu
oddziatywan pomiedzy réznymi czasteczkami monowarstwy. W oparciu o wyznaczone
nadmiarowe (niedomiarowe) srednie powierzchnie czasteczkowe zostaly takze obliczone i
przedstawione na wykresach wartosci nadmiarowych entalpii swobodnych mieszanin w
funkcji ich sktadu i ci$nienia powierzchniowego (dodatnie wartosci tej entalpii pokazuja, ze
oddzialywania sa mniej przyciagajace i dlatego mieszana monowarstwa jest mniej stabilna).

Ta imponujaca ilo$§¢ wynikéw uzyskanych przez Doktorantke jest zwigzle omdwiona i



przedstawiona w rozdz. 2 na 100 wykresach. W ostatnim rozdziale przedstawiona jest
dyskusja i calosciowa analiza pordwnawcza wplywu badanych lekéw na wlasciwosci
fizykochemiczne monowarstw jedno-skfadnikowych zbudowanych z lipidéw o réznej
budowie tancuchéw weglowodorowych (nasycone, nienasycone) i grup hydrofilowych oraz
wplywu skladu lipidowego dwu- i trdj-skladnikowych monowarstw na podatno$é tych
monowarstw na dziatanie lekéw. Analiza wplywu badanych LZM na zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych monowarstw lipidowych oraz wielkosci ich oddziatywan z lipidami
wykonana zostala w oparciu o wyznaczone réznice w wartosciach: i) powierzchni
minimalnych przypadajacych na czasteczke, ii) modutéw $cisliwoscei, oraz iii) nadmiarowej
entalpii swobodnej pomiedzy monowarstwami na subfazach czystej wody i roztwordw

lekarstw,

Rozprawa doktorska p. Justyny Mildner to solidna praca naukowa, w ktérej dzieki
logicznie zaplanowanym i starannie wykonanym badaniom, na dobrze zdefiniowanych i
precyzyjnie przygotowywanych jedno- i wieloskiadnikowych monowarstwach lipidéw,
modelujacych blony komdrkowe, uzyskano szereg nowych i ciekawych danych
dotyczacych oddzialywan i penetracji 4 badanych lekéw (LZM) do monowarstw lipidowych
o réznorakim skladzie. Za najciekawsze z wynikéw przedstawionych w pracy doktorskiej
uwazam:

- wykazanie, ze badane leki powodujg zmniejszenie kondensacji monowarstw, co
wskazuje na shiszno$é hipotezy, ze interakcje czasteczek lekéw z lipidami blony
komorkowej powoduja modyfikacjie wiasciwosei fizykochemicznych blony, ktére moga
zapobiega¢ otwieraniu kanatéw jonowych. oraz

- wykazanie, ze réznice w budowie ladcuchdéw weglowodorowych lipidow -
obecnos¢ w lancuchach nienasyconych® wigzan (DPPC - 0, POPC - 1, DOPC - 2) -
powoduja, ze zmiany stopnia uplynnienia monowarstw lipidowych sa b. r6zne — najwigksze

w przypadku DPPC, najmniejsze przy DOPC.

W rozprawie doktorskiej p. mgr Justyny Mildner sa jednak takze pewne niescistosci
i bledy, z ktorych najistotniejsze chciatbym tutaj wymieni:.

- na str. 32 napisano: ".... ci$nienie powierzchniowe jest wowczas bliskie zeru (<0
mN/m) ..... ".... Intryguje mnie czy w przypadku nierozpuszczalnych monowarstw cisnienie

powierzchniowe rzeczywiscie moze byé mniejsze od zera???!!!



- na str. 119 Doktorantka omawiajac wykresy 111-114 napisala: ".... stwierdza si¢, ze
dla MC (w zakresie utamkéw molowych cholesterolu 0,2-08) oraz dla LiC i PriC ........
AG*™ przyjmuje nizsze wartosci niz na subfazie wodnej ....." — natomiast powinno byé
napisane: nizsze wartosci bezwzgledne ....", bo przeciez ok. -1200 kJ/mol, ktéra mamy na
wykresie 114 dla mepiwakaliny, to jest wartoé¢ wyzsza niz ok. -1900 kJ/mol, ktéra mamy
na wykresie 111 dla subfazy wodnej,

- w wykazie skrotéw mamy napisane: ".... RC — ropiwakaina, chlorowodorek
mepiwakainy ", a powinno byé: chlorowodorek ropiwakainy,

- podpisy pod rys. 88 i 89 sa pomieszane.

Te krytyczne uwagi w niczym nie wplywaja na mojg wysoka ocene wartosci
merytorycznej wykonanych badani i otrzymanych wynikéw. Badania przedstawione w tej
pracy doktorskiej byly b. dobrze zaplanowane i starannie wykonane, a analiza i opis
otrzymanych wynikéw pokazuje, ze Doktorantka dobrze orientuje si¢ w literaturze

przedmiotu i potrafi poprawnie analizowaé otrzymane wyniki.

Podsumowujac stwierdzam, ze poza wiedza z zakresu tematyki rozprawy i
znajomoscia réznych technik badawczych, Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia
logicznego zaplanowania badan, pracowitodcia i umiejetnoscia wykonywania precyzyjnych
pomiardw oraz poprawnej analizy otrzymanych wynikoéw, co pokazuje, ze jest zdolna do
samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Praca doktorska p. mgr Justyny Mildner
zawiera wiele cennych wynikéw 1 uwazam, ze spelnia wszelkie wymogi formalne i
merytoryczne stawiane pracom doktorskim przez Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym - wraz z pézniejszymi zmianami i uzupeinieniami.

W zwiazku z tym wnioskuje o jej przyjecie i dopuszczenie p. mgr Justyny Mildner do
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dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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