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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Moniki Orlof pod tytutem ,Fizykochemiczne badania pochodnych
kaliksarendw do zastosowar biomedycznych”, wykonane] pod kierunkiem profesor dr. hab.
Marii Paluch i promotora pomocniczego dr Beaty Korchowiec w Zaktadzie Chemii Fizycznej i

Elektrochemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

Synteza zwigzkéw aktywnych biologicznie i badanie ich wtasciwosci na poziomie
molekularnym oraz oddziatywania na zywe organizmy a zwlaszcza na organizm ludzki stanowi
najwazniejszy obszar prac badawczych, jakim zajmuja sig interdyscyplinarne zespofy badawcze
na calym Swiecie. Szeroko pojete zagadnienia zdrowia stanowig priorytet dziatan zaréwno Unii
Europejskiej jak i Standw Zjednoczonych Ameryki Péinocnej. Zrozumiate sg wysokie naktady
finansowe i zaangazowanie duzych zespotéw badawczych w tej dziedzinie.

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska lokuje si¢ w nurcie zagadnien zwigzanych z
projektowaniem i synteza nowych lekéw. Niezaprzeczalnie, stosowanie prostych modeli
pozwala na dogtebne poznanie mechanizmow rzadzacych oddziatywaniami molekularnymi
pomiedzy fosfolipidami a czasteczkami lekéw, co stanowi pierwszy podstawowy krok w strone
poznania mechanizmdw zmian funkcjonowania natywnych bton biologicznych w kontakcie z
lekami. Poprzez interdyscyplinarne badania eksperymentalne i teoretyczne uzyskuje sie gleboki
wglad w ztoZony proces interakcji antybiotykéw z fosfolipidami - podstawowym budulcem bton
biologicznych i wplywem na jej strukture.

Celem przedioionej mi do recenzji pracy, kiory postawita sobie Doktorantka, byfo
okreslenie wptywu nowych pochodnych kaliksarendw wykazujacych dziatania przeciwbakteryjne

na wiasciwosci fizykochemiczne i strukture monowarstw molekularnych zbudowanych 2z




fosfolipidow wehodzaeych w skiad bfon biologicznych drobnoustrojéw. Doktorantka wybrata do
badar dwie czgsteczki p-tert-butylo-kaliks{4]arenu podstawione w dolnej czeéci kielicha réznymi
antybiotykami:  p-tert-butylokaliks[4]aren-mono-propylonalidyksowy  (KI) i  p-tert-
butylokaliks[4]aren-bis-propyionalidyksowy (KIl) oraz dobrze rozpusiczalny w  wodzie
kaliks[4]aren z przytaczonymi do gérnej czeici kielicha dodatnio natadowanymi grupami
guanidynowymi — trifluorooktan tetra-p-guanidynoetylokaliks[4]aren (CX) i jego monomer
trifluorooctan-p-guanidynoelylofenal (mCX). Ten typ czasteczek budzi coraz wieksze
zainteresowanie jako potencjalny nowy typ aktywnych biologiczne zwigzkdéw o silnym dziataniu
antybakteryjnym. Zwigzki te byly niedawno syntezowane na Wydziale Farmacji Uniwersytetu w
Nancy, gdzie wykazano ich aktywnos¢ przeciwko gram-dodatnim i gram-ujemnym szczepom
bakterii.

Swoje badania mgr Monika Orlof prowadzita w uktadach modelowych stanowiacych
uproszczony do jednej warstwy molekularnej mode! bfony biologicznej. Do tworzenia
modelowych monowarstw Doktorantka uzyta dwunastu fosfolipidéw i cholesterol. Fosfolipidy
charakteryzowaly sie réznymi grupami polarnymi (PC, PE, PG, PS), ale posiadaly tej same;j
dtugosci taricuchy weglowodorowe (n=14) lub réinej diugosci taricuchy hydrofobowe (n=12, 14,
16, 18) w przypadku fosfolipidéw PE i PG,

Wybrane ukfady byty formowane i charakteryzowane na granicy powietrze-woda z
zastosowaniem techniki Langmuira. Poza charakterystykami termodynamicznymi warstw
lipidowych, na podstawie izoterm n—A, poddanych dziataniu kaliksarendw wykorzystano
charakterystyki zmian potencjatu powierzchniowego (izotermy AV-A) oraz rejestrowano
tekstury warstw za pomocg mikroskopu Brewstera (BAM) i widma podczerwone uzyskiwane
technika PM-IRRAS (polarization modulation infrared refiection absorption spectroscopy). Dane
doswiadczalne zostaly wsparte obliczeniami kwantowo-mechanicznymi (modelowanie
molekularne) badanych uktadéw wykonanymi za pomocg pakietu GAUSIAN 03 z zastosowaniem
funkcjonatu B3LYP. Obliczenia wykonywane byly na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego.

Przedioiona do oceny praca jest zawarta na 193 numerowanych stronach z dodatkiem
stron tytutowych, spisem tresci i skrétéw. Praca sktada sie z siedmiu gféwnych czesci
zatytutowanych ,Wprowadzenie i cel pracy”, ,Czeéé literaturowa” i ,Materiaty i metody
badawcze” ,Zestawienie wynikéw i ich interpretacja”, ,Wnioski”, ,Streszczenie” i ,Bibliografia”.

Prace koriczy spis publikaciji i wystapien konferencyjnych. Cato$¢ dysertacji doktorskiej zawiera
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70 rysunkdw, 19 tabel oraz 331 cytowanych pozycji literaturowych. Rozprawa jest
skomponowana bardzo poprawnie. Cze$¢ literaturowa stanowigca teoretyczne wprowadzenie
oraz opis dotychczasowego stanu wiedzy zawarte jest na 50 stronach, co stanowi czwartg czeéc
pracy. Na 20 stronach opisane sg stosowane zwigzki oraz techniki pomiarowe. Pozostate 130
strony zawierajg bardzo obszerny materiat eksperymentalny i wnikliwa dyskusje uzyskanych
wynikow zakoriczong jedenastoma wypunktowanymi wnioskami i streszczeniem catej pracy.

Pani mgr Monika Orlof rozpoczyna dysertacje czterostronicowym wprowadzeniem i
sformutowaniem jej celu. Rozdziat ,Materialy i metody badawcze”, ktéry moze byé zaliczany do
czgsci eksperymentalne] rozprawy doktorskiej, jest szczegétowym opisem stosowanych
materiatow z ich charakteryzacjg, uzasadnieniem wyboru skfadu i stezen uktadéw oraz krétkim
przedstawieniem kilku stosowanych technik pomiarowych. Dla realizacji swego celu
Doktorantka stosowata technike Langmuira do wytwarzania i charakteryzowania pod wzgledem
~ termodynamicznym jedno- i dwu-sktadnikowych monowarstw na granicy faz powietrze-woda.
Ponadto rejestrowata izotermy zmian potencjatu powierzchniowego, kinetyki adsorpcji,
mikroskopowe obrazy tekstur sprezanych monowarstw i widma absorpcyjno-odbiciowe w
zakresie podczerwieni. Ta ostatnia technika jest stosunkowo nowym sposobem na rejestracje
widm absorpcji w podczerwieni niezwykle przydatnym do badar monowarstw na powierzchni
wody pozwalajaca wyeliminowac dominujacy wptyw par wody na absorpcje promieniowania IR.
Z tego powodu uzyskane wyniki stanowia duzy wktad w zrozumienie organizacji molekut na
granicy faz powietrze—woda.

Zasadniczg czeSc¢ pracy stanowi rozdziat zatytutowany , Zestawienie wynikdw i dyskusja”, w
ktérych Doktorantka w pigciu podrozdziatach opisata kompleksowanie jonéwr metali obecnych
w subfazie przez monowarstwy pochodnych kaliksarenu z dotgczonymi do dolnej czesci kielicha
czasteczkami antybiotyku (Kl i KIl), oddziatywanie pomiedzy pochodnymi kaliksarenu i
cholesterolem, wplyw pochodnych kaliksarenu z podstawionymi do gornej czesci kielicha
antybiotyku (CX) i jego monomeru (mCX) na strukture monowarstwy fosfolipidowe;j.
Przedstawita charakterystyke oddzialywan czasteczek CX z fosfolipidami o réznej strukturze
tancuchow acylowych fosfolipidow oraz wplyw pochodnej CX na dwuskfadnikowg monowarstwe
fosfolipidéw DOPE/DOPG.

Przeprowadzone badania sg dobrze udokumentowane doswiadczainie z zastosowaniem
komplementarnych metod eksperymentalnych i obliczert kwantowo-mechanicznych. Materiat

badawczy nie budzi zastrzezen.




Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata, ze:

» pochodne kaliksarenu Kl tworzg stabilniejsze i bardziej skondensowane warstwy niz Kl a
kompleksowanie z kationami metali moze mieé istotny wptyw na ich dziatanie
antybakteryjne. Kompleks Kl moze by¢ efektywnym nosnikiem antybiotyku,

e istnieje oddzialywanie pomiedzy czqstebzkami KIi KIl a cholesterolem wplywajgce na stan
kondensacji monowarstwy lipidowej; obecnos¢ pochodnej kaliksarenu KI wprowadza
wigksze zaburzenie organizacji monowarstwy niz Kll,

e pochodna kaliksareunu z podstawionymi czgsteczkami antybiotyku w gornej czesci kielicha
CX i monomer mCX s3 rozpuszczalne w wodzie i z tego powodu adsorbuje z subfazy do
skompresowane] monowarstwy lipidowej. Wplyw CX na organizacje monowarstwy
lipidowe] jest znacznie wiekszy niz monomeru mCX, co rokuje jego duzg aktywnosé ' ;
antybakteryjng. Wptyw CX na warstwe lipidowg zalezy od jej polarnosci i jonowosci.

o wzaleznosci od molowego udziatu fipidéw w mieszaninie POPE/POPG wystepuja réznice w

immobilizacji czasteczek CX, co jest ttumaczone oddziatywaniami elektrostatycznymi.

Praca napisana jest bardzo starannie a poziom dyskusji uzyskanych rezultatow jest wysoki.
Wynika to z réinorodnych technik charakteryzacji i bardzo bogatego materiatu
doswiadczalnego. Sposéb realizacji postawionego na wstepie celu badan jest dobrze
przemys$lany. O powyiszych cechach najlépiej swiadczy fakt, ze wyniki badan zostaty

opublikowane w renomowanych czasopismach, a wiec przeszly weryfikacje recenzentow.

Z obowigzku recenzenta chciatbym zwrdci¢ uwage na nieliczne elementy pracy, ktore

wymagalyby komentarza Doktorantki,

1. Jakajest doktadnos¢ wyznaczania powierzchni nadmiarowe]j oraz nadmiaru energii Gibbsa
dla badanych dwusktadnikowych mieszanin? Zazwyczaj btgd jest stosunkowo duzy, a
przegiecia na wykresach AG od utamka molowego {Rys. 34—36 i Rys. 68) s3 trudne do
interpretacji na poziomie molekularnym.

2. Czy parametry termodynamiczne jednoskiadnikowych warstw Langmuira utworzonych
przez badane fosfolipidy sg zgodne z danymi literaturowymi? Brakuje odnosnikéw do
literatury, co moze sugerowac, ze Doktorantka jako pierwsza rejestrowata i analizowata
izotermy i obrazy BAM tekstur tych zwigzkow.

3. Na ile prezentowane na rysunkach (Rys. 43) kinetyki adsorpcji sg rzeczywistym

odwzorowaniem szybkosci adsorpcji CX i mCX do monowarstwy lipidowej, a jaki jest wptyw
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dyfuzji wprowadzonego roztwory pochodnych kaliksarenu (1 ml) do subfazy (330 mi).

4. Czy zmiany tekstur monowarstw lipidowych pod wptywem adsorpcji kaliksarenéw nie
nalezy ttumaczyC ich wptywem na przejscia fazowe LE-LC zamiast ogdinikowym
stwierdzeniem o zaburzeniu struktury?

5. Brakuje informacji na temat rozplotu ztozonych pasm absorpc;ji iR na skfadowe. Jaka
przyjeto funkcje ksztattu pasma i na ile sktadowych rozktadano dane pasma (patrz Rys. 49—

52 i dalsze)?

Praca posiada bardzo nieliczne btedy edytorskie np. opornos¢ wody 18 MQ, niewidoczne
szczegdty na rysunkach o zbyt matej rozdzielczosci (Rys. 21-23). W kilku miejscach Autorka nie
ustrzegta sie okreslen potocznych lub zargonowych np. fingerprint (str. 101), sygnaty zamiast
pasma absorpcji na str.126.

Powyisze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej przedstawionej mi do oceny
rozprawy doktorskiej. Duzg zaletg pracy jest zastosowanie wielu komplementarnych metod
badawczych w celu dogtebnego okreslenia oddziatywars wystepujacych pomiedzy zwigzkami
aktywnymi biologicznie a monowarstwa lipidowa. Mgr Monika Orlof wykazata, ze posiada
doswiadczenie w pracy badawczej, o czym $wiadczg wyniki pomiaréw prowadzonych w
laboratoriach naukowych w Polsce i Francji, ktére zostaty opublikowane (4 publikacje) w
renomowanych czasopismach znajdujacych sige w bazie Journal Citation Reports (JCR} oraz byty
ficznie {10 razy) prezentowane na konferencjach krajowych i zagranicznych. Z uwagi na wainoéé
podjetej tematyki badarn, bogaty materiat doswiadczalny z zastosowaniem komplementarnych
metod badawczych, wspdtprace miedzynarodowsq a zwtaszcza publikacje naukowe stawiam
wniosek o wyroznienie dysertacji doktorskiej mgr Moniki Oriof.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr Moniki Orlof stanowi bezsprzecznie
wiasne osiggniecie Doktorantki, ktéra w ten sposéb udowodnita, Ze potrafi prowadzi¢ badania
naukowe. W moim przekonaniu, przedtozona mi do oceny praca spetnia wymagania stawiane
pracom doktorskim w mysl artykutu 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2013 roku i wnosze o dopuszczenie Pani

mgr Moniki Orlof do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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