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Lipidowe monowarstwy Langmuira na granicy faz powietrze-subfaza wodna stanowia
podstawowy ukiad modelowy dla blon biologicznych. Wprawdzie jest to model bardzo
uproszezony gdyz moze odzwierciedla¢ wlasciwosci tylko potowy membrany ale umozliwia
zastosowania szeregu metod badawczych, takich jak na przyklad: pomiary zaleznodci ciénienia
i potencjatu powierzchniowego od powierzchni przypadajacej na czasteczke, whasciwosci
wiskoelastycznych, wyznaczenia stopnia uporzadkowania skiadnikéw warstwy, czy
identyfikacjg grup chemicznych i ich orientacji wzgledem subfazy wodnej. Metody te moga
dostarczy¢ posredniej informacji dotyczacej oddziatywan skiadnikéw blon biologicznychn.p.,
fosfolipiddw czy steroli z substancjami czynnymi rozpuszczonymi w subfazie wodne;.
Badania monowarstw Langmuira sg duzo prostsze niz realniejszych ukladéw na przykiad
liposoméw utworzonych z fosfolipidéw, ktore realistyczniej odtwarzaja wlasciwosci membran
biologicznych. _

Praca doktorska Pani mgr Moniki Orlof wykonana w Zaktadzie Chemii Fizycznej i
Elektrochemii, Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Marii Paluch jako promotora oraz dr Beaty Korchowiec jako promotora pomocniczego dotyczy
wlasciwosci powierzchniowych modyfikowanych kaliksarenéw oraz ich oddzialywan z
monowarstwamni  Langmuira zbudowanymi z fosfolipidéw bedacych podstawowymi
elementami budulcowymi blon biologicznych. Kaliksareny to nowe zwigzki makrocykliczne
cieszace si¢ w ostatnich latach, duzym zainteresowaniem. Ze wzgledu na budowe kielichowa,
bezposrednio lub po ich stosownej modyfikacji, moga koordynowaé jony lub czasteczki o
okreslonej wielkosci odpowiadajacej rozmiarom kielicha. Dzieki temu oraz ze wzgledu na
nieskomplikowana syntezg stanowia obiecujgce obiekty jako sensory w chemii
supramolekularnej, zwigzki kompleksujace dla jondw, bialek czy nukleotyddw a takze jako
wehikuly do transportu lekéw. Z tych wzgleddéw przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr
Orlof bylo po pierwsze: okreslenie wiasciwosci filméw powierzchniowych utworzonych z
naliksydowych pochodnych kaliksarendw jak i ich komplekséw z kationami metali oraz ich
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oddziatywarn z cholesterolem. Kwas naliksydowy jest antybiotykiem o aktywnodci wzgledem
niektérych bakterii Gram-ujemnych o ograniczonej penetrowalnosci do tkanek. Drugim celem
bylo okreslenie oddziatywan i stopnia penetracji kaliksarenu modyfikowanego grupami
guanidynowymi oraz jego monomerycznego odpowiednika do fosfolipidowych monowarstw
Langmuira. Warto podkresli¢, ze praca doktorska powstata w wyniku wspétpracy z prof. Ewa
Rogalska z laboratorium ,,Structure et Reactivité des Systémes Moléculaires Complexes” UMR
CNRS 7565, Université de Lorraine, Nancy a wszystkie kaliksareny uzyte do badan miaty
charakter unikatowy, byly zsyntezowane przez prof. Jean-Bernard Regnof de Vains.
Laboratorium w Nancy jest bez watpienia jednym z wiodgcych osrodkéw prowadzacych
badania whasciwosci zwigzkdéw makrocyklicznych w tym kalisarenow.

Praca doktorska Pani mgr Moniki Orlof ma ukiad klasyczny. Liciy 190 stron i
sklada si¢ z pieciu rozdzialéw do ktérych dotaczone jest streszczenie i bibliografia liczaca 331
pozycji. Autorka dodata réwniez zestawienie swojego dorobku naukowego, na ktéry sktadaja
si¢ cztery publikacje w czasopismach z | listy ﬁladelﬁjskiéj”, jedna publikacja przestana do
druku oraz 10 wystapiefi konferencyjnych w postaci plakatéw. Wedtug bazy Web of
Knowledge opublikowane prace byty cytowane do tej pory 11 razy (bez autocytowar).

Pierwszy rozdziat pracy to ,,Wprowadzenie i cel pracy”. Rozdzial ten moglby
zosta¢ znacznie skrécony poniewaz autorka zupetnie niepotrzebnie ubiega przysztosé (jezeli
chodzi o czytajqcego) i zawiera w nim zapowiedz ofrzymanych wynikéw i elementy
podsumowania. Osobista preferencjg recenzenta jest sformutowanie celu pracy mnie na jej
wstepie jak to zrobita doktorantka, a po przegladzie literaturowym. Taki ukiad pracy pozwala
na lepsze umiejscowienie zamierzen autorki/autora w obrgbie tematyki badawczej i lepsze
uzasadnienie aktualnogci podjetego Zagadnienia. Rozdzial II stanowi czg$¢ literaturowg w
ktore; doktorantka omawia skrétowo antybiotyki pod katem zwiazkéw stosowanych w pracy,
budowg, syntezg, wlasciwosci i zastosowania kalisarenéw, budowe i podstawowe modele blon
biologicznych, ich skladniki oraz funkcje. W dalszej czesci rozdziatu omawia monowarstwy
Langmuira jako model bton biologicznych, metody ich charakterystyki oraz zachodzace w nich
przemiany fazowe w zaleznosci od stezenia amfifilowych czastek na granicy faz. Przestawia
rowniez dotychczasowe badania dotyczace monowarstw kaliksarendéw, zwlaszcza ich
komplekséw z jonami metali a takze odnoszgee si¢ do oddziatywan kaliksarenéow z
membranami biologicznymi. Oméwienie to pozwala na wprowadzenie czytelnika w tematyke

pracy i wyjasnia dlaczego doktorantka podjela takq wlasnie tematyke badawcza (z




zastrzezeniem jak powyzej). W rozdziale tym mozna znalezé pewne niescistosci i
nieprecyzyjne sformutowania. Na przyklad:

- str. 1 - antybiotyki stosuje si¢ glownie w terapiach antybakteryjnych, rzadziej
antygrzybicznych i jedynie jako ewentualne leki wspomagajgce w terapiach antyrakowych;

- str 8 - raczej o-helisa niz o-heliksa;

- str 9 - dezynfekcja a nie dezynsekeja ran;

- str. 10 - przemysthu tworzyw sztucznych a nié plastikowego;

- str. 13 - ... stanu energetycznego, elektronowego, geometrycznego i sferycznego ?

- str. 14 - wigzania hydrofobowe (nieprecyzyjnie), jonowe v.s, elektrostatyczne ?

-str. 19- L. pfc;dkos’é przemieszczania si¢ sasiadujacych czasteczek jest rzedu 107 na sekunde
(w jakich jednostkach ?);

- Rozdziat I1.3.1.2 - jednolite nazewnictwo albo rafty albo polskie thumaczenie (nieszczesliwe)
- tratwy; _

- str. 21 - mikroskopia ze skanujaca sonda (STM ?), jest nia réwniez AFM;

- 8tr. 23 - dyfuzja - ruch czasteczek w kierunku zgodnym ze spadkiem gradientu stgzenia ?7%;
-str. 24 - .. charakte;' amfifilowy tzn. Ze s3 nierozpuszczalne w wodzie (?1);

- str. 37 - Rysunek 7 jest bardzo uproszczonym obrazkiem orientacji czastek surfaktantu na
granicy faz, co autorka przyznaje analizujgc przejécia fazowe w monowarstwach Langmuira;

- str. 39 - dyskusyjne jest stwierdzenie, ze gesto upakowane lancuchy weglowodorowe
przyjmujg orientacje pionows nad powierzchnia subfazy. W zaleznosci od grupy polarnej
tancuchy moga organizowad si¢ przyjrhuj gc okreslony kat (tilt angle) ngle;dem powierzchni;
- str. 41 - zwykle jako potencjal powierzchniowy mierzony za pomoca wibrujacej elektrody
przyjmuje si¢ wielko$¢ gdzie: jest skladows prostopadia do powierzchni efektywnego
momentu dipolowego czasteczki (jest to wielko$é nadmiarowa) a  jest staly dielektryczna
warstwy powierzchniowej. Poniewaz s to wielkosci praktycznie niemierzalne, mozna
skladowa momentu dipolowego zdefiniowa¢ jak to zostato zrobione w pracy.

- str. 42 - wzory 41 5 s3 bledne - czy naich podstawie byly liczone momenty dipolowe w dalszej
czgsci pracy, co to jest przewodnictwo dielektryczne (?);

W rozdziale III autorka przedstawia uzyte materialy i metody badawcze. W
szczeglnosei pochodne kaliksarenu (p-tert-butylokaliks[4]arenu) z przytaczonym przez
wigzanie estrowe jedna lub dwiema czasteczkami kwasu naliksydowego oraz kaliks[4]aren z
przytaczonymi czterema dodatnio natadowanymi grupami guanidynowymi oraz jego
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rozpuszezalne w wodzie. Wszystkie te zwiazki nie sa odezynnikami komercyjnymi a zostaly
pozyskane dzigki wspdlpracy z Wydzialem Farmacji Uniweréytetu w Nancy. Badane
kaliksareny charakteryzuja sie dobrze udokumentowang aktywnoscig antybakteryjnq. Jako
lipidéw blonowych doktorantka uzywa standardowych fosfolipidow t.j. fosfatydylochoﬁny,
fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny oraz . fosfatydyloglicerolu o diugodciach
taficuchéw hydrofobowych 12-18 oraz z faficuchem oleinowym jak réwniez cholesterol. Do
charakterystyki monowarstw doktorantka uzywa szeregu metod eksperymentalnych, wagi
Langmira z pomiarem ci$nienia i potencjalu powierzchniowego, mikroskopii kata Brewstera
jak réwniez spektroskopii refleksyjno-absorpeyjnej w podezerwieni z modulacjg polaryzacji
PM-IRRAS. Przedstawioné w pracy podstawy metod eksperymentalnych oraz metodologia
prowadzenia pomiaréw nie budzg zastrzezen.

Zasadnicza ¢z¢$¢ pracy doktorskiej - ,Zestawienia wynikéw i ich interpretacja™
Jest zawarta w rozdziale IV. Doktorantka zaczyna swoje oméwienie od prezentacji wynikéw
dotyczacych kompleksowania jondéw metali (kationdéw jedno i dwuwartoéciowych) przez
naliksydowe pochodne Kkaliksarenu uzyskanych za pomocg modelowania molekularnego.
Cze$¢ ta budzi pewne watpliwodci. Na str. 74 autorka pisze: ,,Energie dla kaliksarendw i
kationéw zostaly wyznaczone dla takich samych geometrii, jak w powstajacym kompleksie
inkkluzyjnym™. Czy to znaczy, ze za energie kaliksarenu przyjeto energie elektronowa bez
minimalizacji geometrii ? Dla uwzglednienia efektu rozpuszczalnika w modelowaniu autorka
uzywa modelu PCM bez minimalizacji geometrii. Podejécie takie nie jest poprawne, dlatego
tez powstrzymatbym si¢ od dyskusji wynikéw dla tego modelu przedstawionych w Tabeli 5.
Przedstawione tam rezultaty dla fazy gazowej rowniez trudno uzy¢ do interpretacii stabilnodci
kompleksow w fazie wodnej. Nalezalo by obliczyé energie (entalpie) swobodna z
uwzglednieniem zmian hydratacji jonéw w procesie tworzenia komplekséw. Nie jest dla mnie
wiadomym dlaczego autorka nie korzysta w dalszej czgsci pracy parametréw geometrycznych
czasteczek kaliksarenu i ich kompleksow, n.p. $rednicy czgsteczki po optymalizacji geometrii,
do interpretacji wynikéw doswiadczalnych - izoterm $ciskania monowarstw, poréwnujac je na
przyklad z powierzchnig przypadaj acg na czgsteczke w obszarze przejs$é fazowych, czy punkcie
kolapsu. PG minimalizacji geometrii i obliczeniu energii elektronowej autorka powinna rowniez
dysponowa¢ danymi odnosnie molekularnych momentéw dipolowych i ich modyfikacji na
skutek tworzenia komplekséw z jonami metali co moglo postuzyé do interpretaéji zmian
izoterm potencjatu powierzchniowego. W czesci dotyczacej pordéwnania monowarstw
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doktorantka stwierdza, ze monowarstwa KII charakteryzuje sie wiekszym wspélezynnikiem
sci§liwosei oraz wigkszg stabilnodcia od warstwy KI oraz przejsciem fazowym LE-LC co
prawidtowo thumaczy bardziej kompaktows strukturg KII. Natomiast thumaczenie wiekszego
efektywnego momentu dipolowego KII w stosunku do KI réZniéa W.odchyleniu 0si czgsteczki
od normalnej do powierzchni nie jest wystarczajace bez informacji czy faktycznie wektor
momentu dipolowego jest kolinearny z osia dla obu pochodnych i czy s3 one poréwnywalne -
informacje, te mozna bylo uzyska¢é na podstawie modelowania molekularnego.
Charaktgryzujqc monowarstwy kaliksarenéw na roztworach soli autorka analizuje wplyw
tworzenia komplekséw z kationami metali na przebieg izoterm $ciskania monowarstw. Wplyw
ten wydaje si¢ niewielki (jaka byta powtarzalnosé¢ izoterm ?) za wyjgtkiem pochodnej KI i
jonow Ca2+ i Cu2+, Intérpretuja,c przebieg izoterm potencjatu powierzchniowego autorka
stusznie zaﬁwaZa, ze nalezy uwzglednié¢ wplyw tworzenia komplekséw na efektywny moment
dipolowy czasteczek a zmian nie mozna tumaczy¢ tylko efektem orientacji. Uzyskane wyniki
analizy PM-IRRAS sa zgodne z interpretacja autorki dla izoterm $ciskania monowarstw KI i
KII i ich kompleksow z kationami K+ (zaniedbywalny wplyw na konformacje MONOWarstw),
Ca2+ i Cu2+. Na podstawie analizy wynikéw przedstawionych w tej czeéci rozprawy
doktorskiej autorka wysnuwa wniosek, ze monopodstawiona pochodna kaliksarenu jest
lepszym kandydatem do roli nosnika leku ze wzgledu na tworzenie miedzymolekularnych
komplekséw ktore bedg silniej modyfikowaé membrane komérkows i z ktérych kwas
naliksydowy moze by¢ fatwiej uwalniany. '

W nastgpnym podrozdziale doktorantka charakteryzuje oddziatywania w
monowarstwach Langmuira pomiedzy pochodnymi kaliksarenu KI i KII i cholesterolem.
Skupia si¢ na zaleznosci przebiegu izoterm $ciskania monowarstw od utamka molowego
cholesterolu. Okredla parametry izoterm i zaleznosci wspdlezynnika Scigliwodei od
powierzchni przypadajacej na czgsteczke. Zgodnie z oczekiwaniami dla warstw idealnie
mieszalnych obserwuje monotoniczne zmiany pomiedzy izotermami o ksztalcie
charakterystycznym dla kaliksarenu i izotermami charakterystycznymi dla cholesterolu przy
czym wplyw kalisarenu jest dominujacy (geometria !). Proces prawie idealnego mieszania
potwierdza znajdujac zaleznos¢ sredniej powierzchni czgsteczkowej od utamka molowego
cholesterolu w monowarstwie. Wskazuje ona na stabe oddzialywania odpychajgce
prawdopodobnie wynikajgce z hydratacji. Natomiast wniosek odnosnie kondensujacego
wplywu cholesterolu na warstwy wysunigty na podstawie krzywych kompresji monowarstwy
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zaleznosci Sredniego potencjatu powierzchniowego od utamka molowego cholesterolu. Nawet
w przypadku idealnego mieszania efektywne momenty dipolowe nie musza by¢ addytywne, a
odstepstwo od addytywnosci trudno interpretowaé jako efekt oddziatywan. Otrzymane
zaleznosci wymagajg dalszej intérpretacji z uwzglednieniem indywidualnych momentéw
dipolowych czasteczek. o
Kolejny podrozdzial pos$wigcony jest analizie oddzialywan kaliks[4]arenu z
przylagezonymi czterema grupami guanidynowymi (CX) i jego monomerycznego odpowiednika
(mCX) z monowarstwami fosfolipidowymi tworzonymi na powierzchni roztworu.
Modyfikowany kaliksaren ze wzgledu na poczwdrny dodatni tadunek elektryczny jest dobrze
roziauszczalny w wodzie; podobnie jego fnonomer. Diatego zastanawiajacy jest rysunek 40,
ktéry sugeruje, ze do pomiaru aktywnosci powierzchniowej CX i mCX uzyto wagi Langmuira
(przy jakich stéZeniach), ktéra to technika do tego si¢ nie nadaje. Aktywno$¢ powierzchniowa
nalezato oceni¢ mierzgc izoterme adsorpcji (metoda plytki Wilhelmiego lub wiszgcej kropli).
Metodg wagi Langmuira poprawnie wyznaczono krzywe kompresji na czystej wodzie dla
czterech fosfolipidéw o tej samej czgsci hydrofobowej a réznigeych sie grupa hydrofilowa:
zwitterjonowg (bijonowa) DMPC i DMPE oraz anionowa DMPS i DMPG i okre$lono ich
charakterystyczne parametry a nastgpnie poréwnano z krzywymi kompresji na subfazie wodnej
zawierajacej trzy rézne stezenia CX 1 jedno stezenie mCX odpowiadajace tej samej zawartosci
molowej grup guanidynowych. O ile wplyw CX na krzywe kompresji warstw fosfolipidow
zwitterjonowych byt niewielki o tyle, zgodnie z oczekiwaniami, dla fosfolipidéw anionowych
zmienial si¢ zaréwno zakres jak i charakter krzywj/ch. Dla pochodnej CX w roztworze
przypominal krzywe kompresji kaliksarendw w monowarstwie, Autorka whasciwie
zinterpretowala obserwowane zmiany jako efekt silnego oddzialywania czterododatniego
kaliksarenu z monowarstwa anionowych fosfolipidéw. Wniosek ten jest potwierdzony przez
raptowny wzrost potencjatu powierzchniowego spowodowany czgsciowa neutralizacjg
ujemnego tadunku grup hydrofilowych fosfolipidéw przez dodatnie grupy guanidynowe. W
rezultacie zachodzi réwniez uplynnienie monowarstv? poprzez redukcje oddzialywan
elektrycznych. Duzy wptyw CX na wlasciwosci warstw anionowych lipidéw moze tlumaczyé
Jego silne wiasciwosci antybakteryjne. Z kolei monomeryczny mCX miat znaczaco mniejszy
wplyw na wlasciwosci monowarstw co dobrze koreluje sie z brakiem istotnej aktywnodci
antybakteryjnej. Metodg mikroskopii kata Brewstera doktorantka scharakteryzowala strukture
warstw fosfolipidowych DMPE i DMPG w zaleznosci od pola powierzchni przypadajacego na
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monowarstw a nastepnie przesledzita jak struktura zmienia sie w obecnosci CX i mCX. Wyniki
potwierdzily obserwacje uzyskane na podstawie analizy krzywych kompresji. Rowniez analiza
widm PM-IRRAS potwierdzita zmiany konformacyjne i oraz zwigzane z hydratacja grup
ktérych pasma obserwowata, natomiast zaproponowany na podstawie otrzymanych wynikow
model penetracji CX do warstwy lipidowej jest co najmniej dyskusyjny. Ze wzgledu na
hydrofilowy charakter pochodnej CX, recenzent gotéw jest zaproponowa¢ model alternatywny
z koordynacjg czterech fosfolipidéw na jedna czasteczke CX z grupami OH skierowanymi w
strong wody i $cidlejszym upakowaniem na powierzchni. Konfiguracja zaproponowana na
rysunku 53C,D jest zbyt przestrzenna w stosunku do wynikéw krzywej kompresji
przédstawionych na rys 42C. Zgodnie z oczekiwaniami wplyw dlugosci tancucha
hydrofobowego dla zwitterjonowej fosfatydyloetanoloaminy jest niewielki natomiast istotny
dla anionowego fosfatydyloglicerolu. Ulega zmianie zaréwno zakres jak charakter krzywych
kompresji. Wyniki PM-IRRAS niezbicie udowodnily najwiekszy stopief nieuporzadkowania
monowarstw fosfolipidéw z tancuchami oleinowymi jak réwniez wypieranie kaliksarenu z
monowarstw fosfolipidéw anionowych przy duzych cisnieniach powierzchniowych gdy
oddziatywania elektryczne moga zostaé zrdwnowazone poprzez oddziatywania van der Waalsa
pomigdzy diugimi tancuchami hydrofobowymi.

Dominujgey wptyw oddziatywan elektrycznych pomiedzy anionowymi fosfolipidami a
kationowo modyfikowanym kaliksarenem doktorantka zademonstrowata w cyklu
eksperymentéw dotyczacych charakterystyki mieszanin DOPE/DOPG. Otrzymane wyniki dla
krzywych kompresji i widm PM-IRRAS prowadza do spéjnych wnioskow.

W rozdziale V doktorantka podsumowuje wnioski uzyskane na podstawie otrzymanych
wynikdw eksperymentalnych. Mozna si¢ z nig zgodzié, ze badania przeprowadzone z
wykorzystaniem warstw Langmuira przeprowadzone w trakcie opracowywania rozprawy
doktorskiej dostarczyly wielu informacji na temat struktury monowarstw kaliksarenowych i
wplywu kompleksowania jonéw metali na te strukture a takze na temat mechanizmu
oddzialywan w monowarstwie kaliksarenu z cholesterolem. Wedtug recenzenta szezegdlnie
wartosciowg jest czes¢ pracy poswigconej penetracji wodnorozpuszczalnej kationowej
pochodnej kaliksarenu do monowarstw fosfolipidowych, a jej wyniki mozna pbwiazaé z
aktywnoscig biologiczna badanych zwigzkéw.

Praca jest solidnie zredagowana i wyedytowana, chociaz w egzemplarzu recenzenta
zdarzyt si¢ zduplikowany spis tresci i 1.5 listy symboli. Rysunki sg czytelne i pomocne w
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Podsumowujgc, doktorantka zebrala bardzo obszerny material eksperymentalny
solidnie podbudowany wiedza 1iteratufowq. Trafnie dobrala metody doswiadczalne, ktore
dostarczyly komplementarnych informacji. Niekiedy wyciggata zbyt daleko idace wnioski
zwlaszcza na podstawie zaleznosci wyznaczonych dla potencjatéw powierzchniowych, ktére
powinny zosta¢ ponownie zinterpretowane na podstawie solidnej podbudowy teoretycznej. Jest
to raczej wskazéwka na przyszloé¢ niz zarzut albowiem pozostale wyniki i ich dyskusje
oceniam bardzo pozytywnie. Niektore uwagi zgloszone w recenzji majg charakter polemiczny
i recenzent oczekuje, ze doktorantka podejmie si¢ dyskusji w trakcie obrony. Inne zarzuty o
charakterze technicznym nie obnizaja mojej wysokiej oceny zebranego materiatu
doswiadczalnego i catoksztattu rozprawy. Stwierdzam, ze dysertacja Pani mgr Moniki Orlof
spelnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane pracom doktorskim w ,,Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnioskuje o jej

dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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