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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Karoliny Olechowskiej
~Badania wpltywu kwasu 2-hydroksyoleinowego na modelowe membrany
lipidowe w kontekscie poszukiwania mechanizmu aktywnosci antynowotworowej
tego leku.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Zespole
Fizykochemii Powierzchni w Zakladzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydziatu
Chemii Uniwersytetu fagiellofiskiego pod kierunkiem Pana dr hab. Pawta Wydro, prof.
uJ.

Opiniowana dysertacja przedstawia Kkompleksowe badania dotyczace
charakterystyki oddzialywan kwasu 2-hydroksyoleinowego z gtéwnymi lipidowymi
skladnikami ludzkich bton komérkowych oraz okreslenie wpltywu badanego leku na
whasciwoséci modelowych membran, takie jak: stabilno$¢, plynnosé, przepuszczalnoss,
stopienl uporzadkowania oraz morfologia, jak réwniez badania dotyczace okreslenia
wlhasciwosci potencjalnych liposomowych nos$nikéw kwasu 2-hydroksyoleinowego,

zawierajgcych lipid kationowy.

Choroby nowotworowe staja sie coraz bardziej powszechne i dotykajg ludzi
w réznym wieku. Wedlug Polskiej Unii Onkologii szacuje sie, Ze w_Polsce choroby
nowotworowe sa obecnie przyczyna okolo 20% wszystkich zgondéw. Nowotwdr jest
choroba spowodowana przez utrate mechanizméw samokontroli komoérek i bez
wzgledu na etiologie i rodzaj, powigzany z zaburzeniami metabolizmu lipidow. Rozwoj
medycyny wigze sie wiec z opracowaniem nowych, bezpieczniejszych i bardziej
efektywnych metod terapeutycznych, ograniczajacych ryzyko wystapienia efektéw
ubocznych. Lipidowe terapie membranowe (MLT) wykorzystujace substancje
wywotujace bezposrednio zmiany skiadu i wlasciwo$ci biomembran stanowia ciekawa
alternatywe dla cytostatykéw stosowanych w konwencjonalnej chemioterapii., W tym
konteksécie badania nad wplywem kwas 2-hydroksyoleinowego jako potencjalnego
nowego leku MLT na wlasciwosci membran biologicznych jest aktualny
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i perspektywiczny. Ponadto oprécz waloréw poznawczych wykazuje réwniez potencjat

aplikacyjny.

Opiniowana dysertacja liczy 188 stron i zostala przygotowana w sposob typowy
dla prac eksperymentalnych. Rozpoczyna sie spisem tresci oraz spisem stosowanych
skr6téw i symboli. Czes¢ teoretyczna liczaca 43 strony poprzedza krétkie wprowadzenie
w tematyke podjetych badan oraz jasno sformulowany cel pracy. W przegladzie
literatury opisana zostala budowa i wlasciwosci bton biologicznych z uwzglednieniem
zaburzen skladu zwigzanych z chorobami nowotworowymi. Nastepnie Autorka
scharakteryzowata lipidowe terapie membranowe oraz leki o botencjale
antynowotworowym oparte na mechanizmie MLT. W dalszej cze¢sSci scharakteryzowano
monowarstwy Langmuira oraz liposomy jako uktady modelowe bton biologicznych. Na
podkredlenie  zasluguje = zwiezle  zestawienie  technik  eksperymentalnych
wykorzystywanych do badania tych ukiadéw. Techniki stosowane w pracy, tj.
mikroskopia kata Brewstera, dynamiczne rozpraszanie $wiatla, pomiar potencjatu dzeta

oraz spektroskopia fluorescencyijna, zostaly szerzej opisane.

Druga cze$¢ dysertacji zawiera opis stosowanych materialéw, metodyki
prowadzonych pomiaréw, wyniki uzyskanych badan, ich dyskusje oraz wnioski. Bardzo
pomocne w analizie wynikéw jest przygotowane przez Autorke zestawienie badanych
ukladow. W rozdziale dotyczgcym opisu uzyskanych wynikéw badan zostaly najpierw
opisane wilasciwosci monowarstwy kwasu 2-hydroksyoleinowego. Nastepnie
scharakteryzowano wlasciwoéci monowartsw dwuskiadnikowych zawierajacych
czasteczki tego kwasu oraz lipidy reprezentujace gltéwne klasy lipidow bion
komoérkowych ssakéw. Kolejne badania dotyczyty wptywu kwasu2-hydroksyoleinowego
na wiasciwosci uktadéw wieloskiadnikowych stanowiacych modele zewnetrznej
warstwy bion komérkowych ssakéw i tratw lipidowych, zaréwno zdrowych, jak
i zmienionych chorobowo. Analizie poddano modele bton komdérek fibroblastow
i mysich komoérek czerniaka (B16} oraz modele blon komérek leukocytéw i komérek
biataczkowych (K-562 i HL-60). Na podkreflenie zastuguje polgczenie badad nad

monowarstwami Langmuira oraz modelowymi dwuwarstwami w postaci liposomow.
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Ostatni etap badant dotyczyl wplywu kwasu 2-hydroksyoleinowego na wiasciwosci
uktaddéw zawierajgcych lipid kationowy bedacy skladnikiem potencjalnych nosnikéw
leku antynowotworowego.

W rozdziale poswieconym dyskusji wynikéw Autorka dokonuje systematycznej
i doglebnej analizy uzyskanych wynikow badan poruszajac szeroki wachlarz watkéw
polaczonych razem w spdjng i logiczng cato$¢. Na podkreslenie zastuguje wskazanie
przez Autorke kierunku dalszych badan. Swiadczy to o Jej duzej dojrzatoéci naukowej.

Praca zakoliczona jest syntetycznym ujeciem wnioskéw wynikajacych
z przeprowadzonych badan, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, spisem
literatury oraz dorobku naukowego Doktorantki. Pani mgr Olechowska przedstawita
podjety temat w spos6b niezwykle spéjny i logiczny, dobrze wywarzajqc‘ proporcje
miedzy poszczegbélnymi rozdziatami rozprawy doktorskiej. Literatura Zrédlowa, na
ktérej opiera sie Doktorantka stanowi az 401 pozycji (w tym 4 Zrodia internetowe},
z czego 37% to prace opublikowane w przeciggu ostatnich pieciu lat. Swiadczy to
o aktualno$ci podjetego tematu, ale rowniez o znakomitym rozeznaniu Autorki

w trendach i problemach badawczych w omawianej dziedzinie.

Z obowigzku recenzenta zamieszczam ponizej drobne komentarze i pytania,
ktére w Zaden sposdb nie umniejszajg wartosci pracy:
- w polskiej terminologii fizykochemicznej stosuje sie okreslenie potencjat dzeta, a nie

potencjal zeta.

- rozdziat I1.2.4. potencjat dzeta jest wielko$cia wyliczana na postawie pomiardw
ruchliwosci elektroforetycznej, a nie mierzong bezposrednio. Prosze podaé na

podstawie jakiego rownania dokonywano obliczex.

- przedstawiony na stronie 110 opis zmian wartoéci potencjalu dzeta z tabeli 8 ,Zgodnie
z przewidywaniami, wzrost zawarto$ci kwasu 2-hydroksyoleinowego w dwuwarstwie
powoduje stopniowy spadek wartoéci potencjatu zeta” jest niepoprawny. Sugeruje on
daZenie wartosci potencjatu do zera. Poniewaz potencjal e]ektfokinetyczny moze

przyjmowa¢ wartosci zaréwno dodatnie, jak i ujemne poprawne byloby uzycie
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stwierdzenia, iz wzrasta jego bezwzgledna warto$¢ lub przyjmuje on coraz wieksze

wartosci ujemne.

- dlaczego w przypadku 'badaﬁ wykonywanych z uzyciem liposoméw zawarto$¢ kwasu

2-hydroksyoleinowego zmienia sie od 0 do 33%?

- do opisu budowy podwojnej warstwy elektrycznej, oprocz instrukcji firmy Malvern,

dobrze byloby wykorzystaé réwniez inne zrédta literaturowe.

- przedstawione na stronie 155 stwierdzenia: ,..pozwala na otrzymanie liposoméw
o wysokim dodatnim fadunku powierzchniowym.” wskazuje, Ze Autorka stosuje

zamiennie wielkosci tadunku powierzchniowego i potencjatu dzeta.

W mojej ocenie cele rozprawy Pani mgr Karoliny Olechowskiej zostaly osiagniete.
Wykazano, ze kwas 2-hydroksyoleinowy wykazuje wyrazniejsze wiasciwosci
upfynniajgce i powoduje ostabienie oddziatywan przyciagajacych w stosunku do
monowarstw bardziej skondensowanych. Wbudowujac sie w strukture raftow
lipidowych wywoluje siing zmiane wiasciwosci mikrodomen, co potwierdza szczegéing
role tych struktur w antynowotworowym mechanizmie dziatania badanego leku. Zostata
réwniez wykazana selektywnos¢ badanego kwasu w kierunku komérek patologicznych
oraz mozliwos¢ wykorzystania obdarzonych dodatnim ladunkiem liposoméw
EPOPC/DOPC/20HO0A jako efektywnych nosnikdéw kwasu hydroksyoleinowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje wysoki poziom merytoryczny,
a przedstawione w niej wyniki stanowia wartosciowy wkiad w roéwéi lipidowych
terapii membranowych. Doktorantka wykazata sie znajomos$cig literatury,
opanowaniem warsztatu badawczego i umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Wyniki badan ujetych w przedstawionej rozprawie doktorskiej zostaly
opublikowane w postaci 3 artykutéw w czasopismach z listy JCR o wysokim IF. Ponadto
mgr Olechowska jest wspdtautorka czterech innych publikacji (w tym jednej w recenzji)
oraz licznych doniesienn konferencyjnych prezentowanych w postaci komunikatow
i posteréw. Uwagi przedstawione w ocenie pracy nie majg wplywu na jej pozytywna

merytoryczna ocene.
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| Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani

mgr Karoliny Olechowskiej spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim i wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego
o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage aktualnos¢ tematyki badawczej, istotny wkiad
uzyskanych wynikéw w istniejqéy stan wiedzy, a takze publikacje uzyskanych wynikéw
w czasopismach o wysokim IF, sktadam wniosek o wyrdznienie recenzowanej rozprawy

mgr Karoliny Olechowskiej.
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