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Dwuwarstwy lipidowe stanowig szczegding forme organizacji supramolekularnej, ktora
odgrywa fundamentalng role w 2ywych organizmach, stanowigc podstawe bion oddzielajacych
zywe komorki od $rodowiska zewnetrznego. Membrany lipidowe sg réwniez zasadniczym
elementem strukturalnym, konstytuujacym istotne z punktu widzenia funkcjonowania zywych
organizmow organelle oraz kompartymenty subkomarkowe. Istotnym czynnikiem wptywajgcym
na wtasnosci strukturalne oraz dynamiczne lipidow w membranach stanowi obecno$é w nich
komponentéw biatkowych. Z drugiej jednak strony, natura wypracowata na drodze ewolucji
biologicznej szereg innych mechanizméw modulujacych wfasnosci fizyczne bton. Wsréd
mechanizmow tych poczesne miejsce zajmuje synteza czasteczek, ktore lokalizujac sie
w membranach w sposéb znaczacy modyfikujg ich wlasnosci fizyczne. Do klasy tych zwigzkow
zaliczy¢ mozemy sterole ale rowniez karotenoidy, obecne zaréwno w bfonach biologicznych
organizmoéw prokariotycznych, roslinnych jak i zwierzecych. Niezwykle interesujgcemu oraz
waznemu, moim zdaniem, problemowi wptywu karotenoidéw na wilasnosci fizyczne
dwuwarstw lipidowych poswiecona zostata rozprawa doktorska pani mgr Dominiki

Augustynskiej.
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Praca doktorska mgr. Dominiki Augustyriskiej wykonana zostata pod kierunkiem
prof. Kazimierza Strzatki, swiatowego eksperta w obszarze zwigzanym z badaniami
karotenoiddw, przy wspétudziale dr Matgorzaty Jemioty-Rzemiriskiej, w charakterze promotora
pomocniczego. Prace badawcze zwigzane z realizacjy projektu doktorskiego realizowane byly
zaréwno na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego jaki i na
Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gérniczo-Hutniczej w Krakowie. Rozprawa
doktorska zredagowana zostata w jezyku angielskim, na 104 stronach maszynopisu, wedtug
typowego, optymainego w moim odczuciu ukladu. W czesci wstepnej (Introduction),
prezentowane] jako rozdziat 1., Autorka wprowadza czytelnika w podstawowe zagadnienia
zwigzane ze strukturg oraz funkcja biomembran {podrozdziat 1.1) oraz whaéciwosciami
barwnikow karotenoidowych (podrozdziat 1.2). Jako odrebny podrozdziat tej czesci wstepnej
(1.3), przedstawione zostaty motywacje, ktére sklonity Doktorantke do podjecia badart oraz
sformutowane zostaty szczegétowe cele projektu doktorskiego. W ramach rozdziatu 2.
zaprezentowane zostaly, wsposéb szczegétowy, zastosowane materialy laboratoryjne,
wykorzystana aparatura pomiarowa oraz opisane procedury eksperymentalne zwiazane
z preparatyky probek oraz prowadzonymi analizami. W mojej ocenie, precyzja zawartych w tej
czesci  rozprawy opisow umoiliwia praktycznie odtworzenie przeprowadzonych
eksperymentéw. W tej czesci swojej recenzji chciatbym wyrazi¢ opinie, iz zaprojektowane oraz
przeprowadzone przez Doktorantke poréwnawcze badania z wykorzystaniem techniki
mikrokalorymetrycznej (DSC), umozliwiajacej wglad we wtasciwosci dynamiczne modelowych
membran lipidowych, oraz z wykorzystaniem metody obrazowania oraz spektroskopii sif,
w oparciu o mikroskopie sit atomowych (AFM), stwarzaja unikalne mozliwosci analizy wptywu
modyfikatorow z klasy karotenoiddw na wtasnosci dynamiczne, strukturalne oraz mechaniczne
dwuwarstw lipidowych. Najwazniejszg czescig rozprawy, stanowiagca o jej wysokim poziomie
naukowym, jest prezentacja wynikow eksperymentéw, w ramach rozdziatu 3. (Results).
Podstruktura rozdziatu tego odpowiada poszczegdlnym, realizowanym zadaniom badawczym.
Podrozdziat 3.1 zawiera opisy eksperymentéw zwigzanych z kalorymetrycznymi badaniami
przej$¢ fazowych w zawiesinie liposoméw formowanych z syntetycznego lipidu
dipalmitylofosfatydylocholiny {DPPC) oraz liposoméw modyfikowanych obecnoscia w fazie

lipidowej B-karotenu oraz zeaksantyny - polarnej pochodnej tego barwnika (B,B-karoten-3,3’-
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diol). W czedci badan stosowana byla jeszcze bardziej polarna pochodna [-karotenu,
wiolaksantyna (5,6,5',6’-diepoksy-5,6,5’,6'-tetrahydro-p3,B-karoten-3,3’-diol). Dobdr barwnikow
w tego typu badaniach wydaje sie szczegdlnie istotny wobec faktu, iz to wiasnie obecnosci grup
polarnych przypisuje sie role determinantéw lokalizacji oraz orientacji karotenoidéw w btonach.
W kolejnych podrozdziatach zamieszczone zostaty opisy eksperymentow przeprowadzonych
z zastosowaniem techniki AFM, ukierunkowanych na analizy wtasnosci strukturalnych
liposomodw (3.2), zaleznosci temperaturowych sit adhezji (3.3) oraz wptywu sity podchodzenia
sondy AFM na jej adhezje do powierzchni liposoméw. Dyskusja wynikdw zaprezentowana
zostata w ramach rozdziatu 4. zatytutowanego , Discussion”. W mojej ocenie, dyskusja wynikéw,
chol zwigzta (zredagowana na 8. stronach maszynopisu), obejmuje wszelkie aspekty
przeprowadzonych eksperymentéw oraz odwoluje sie do wszystkich wazniejszych uzyskanych
wynikéw. Przeprowadzona zostata w oparciu o aktualng wiedze dotyczgca modyfikacji
whasciwosci strukturalnych oraz dynamicznych dwuwarstw lipidowych przez karotenoidy,
reprezentowang w bogatym, cytowanym w rozprawie pismiennictwie (130 pozycji). Co wiecej,
nowe rezultaty uzyskane wramach projektu doktorskiego istotnie poszerzajg wiedze w tym
obszarze nauki, Fakt ten znajduje odzwierciedlenie w rozdziale 5., ,,Conclusions”, w ramach
ktérego sformutowane zostaly w formie punktéw zasadnicze wnioski. W petni podzielam zdanie
Doktorantki co do wskazania najwazniejszych rezultatdw pracy doktorskiej, wyartykutowanych
w ramach tego zestawienia. W mojej ocenie, na szczegolne podkreslenie zastugujg nastepujace

wyniki:

1.  Whykazanie, ze obecno$¢ B-karotenu w fazie lipidowej sprzyja transformacji liposoméw
w planarne wielo-dwuwarstwy lipidowe na podtozu statym.

2. Wykazanie, iz wszystkie badane karotenoidy, w szczegélnosci zas ksantofile, wptywaja
istotnie na modyfikacje parametréw mechanicznych bton lipidowych, wzmacniajac ich
strukture i podnoszac wytrzymatosc na destrukcje mechaniczna.

3.  Obserwacja, ptyngca bezposrednio z analiz zaleznosci adhezji sondy AFM do powierzchni
liposoméw od sity podchodzenia, wskazujgca na domenowa kompozycje dwuwarstw
lipidowych modyfikowanych karotenoidami.

4.  Szczegdlnie interesujgca obserwacja zwigzana z wystepowaniem bifurkacji wiasciwosci

adhezyjnych powierzchni liposoméw w warunkach zmiennej temperatury. Zjawisko to



zaobserwowane w przypadku membran formowanych z czystego lipidu, stawato sie
bardziej wyraziste w przypadku obecnosci B-karotenu w fazie lipidowej, jednakie
nieomalze zanikalo w obecnosci karotenoidow polarnych: zeaksantyny oraz
wiolaksantyny. Wynik ten wskazuje na szczegdlny potencjat ksantofili w modyfikacji
wtasnosci mechanicznych bfon lipidowych, sugerujgc potencjalne, donioste znaczenie

fizjologiczne.

Chciatbym réwniez podkreslié wysoki poziom edytorski rozprawy. Mogthym zaproponowaé

Autorce nieliczne modyfikacje i korekty. Oto ich krotka lista:

1. Str. 12, 42 oraz inne. Plynna faza ciekfokrystaliczna oznaczana jest jako L, powinno za$
by¢ L,. Indeks ,prim” oznacza, iz taficuchy acylowe zorientowane s3 w stosunku do osi
normalnej do pfaszczyzny bfony pod pewnym katem rdinym od 0. Ma to miejsce
w przypadku fazy Lp oraz Pp ale nie fazy L, w ktérej fancuchy acylowe wykonujg ze
znaczng czestoscia izomeryzacje gauche-trans oraz swobodnie rotuja w pewnym stozku,

2. Str. 16, 20, 31: w miejsce okreslenia wtasciwosci fizykochemicznych w jezyku angielskim
»physical-chemical” proponuje czesciej spotykane ,,physico-chemical”,

3. Sita oddzialywania, liczona na podstawie potencjatu Lennarda-lonesa, prezentowana
w ramach Fig. 2.5 na str. 33, nie powinna przecinac osi rzednych lecz przyblizac sie do nigj
asymptotycznie,

4. Str. 78, 1. wiersz od gory, zamiast , influence the” proponuje ,influence on the”.

Tak wieloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorska Pani mgr Dominiki
Augustyniskiej, przynosi wiele cennych informacji, pobudzajac jednoczesnie ciekawoéé

poznawczy. Wyrazem tego mogg by¢ sformutowane ponizej pytania.

1. Wedtug Tabeli 3.1, w zgodzie z wigkszoscig doniesien literaturowych, gtéwne przejscie
fazowe bton formowanych z DPPC obserwuje sie w temperaturze bliskiej 41 °C.
Jednoczesnie, termogram prezentowany w ramach Figure 3.1A wskazuje na zachodzenie
tego przejécia fazowego w temperaturze bliskiej 42 °C. Czy wybrany zostat do pokazania
przyktad niereprezentatywny czy moze wykres w gdrnym panelu przedstawiony zostat

w innej skali temperatury?




2. Bardzo interesujace wydajg mi sie zaleznosci sity adhezji od odlegtosci sondy AFM od
powierzchni liposomoéw, prezentowane w ramach Figure 3.9 (str. 54). Wyniki analiz
wskazujg jednoznacznie na wzrost wartosci sity adhezji, ktory wigza¢ moina
z obecnoscia karotenoiddéw w fazie lipidowej, pomimo stosunkowo niskiego stezenia
molowego modyfikatora (1 mol%). Sekwencja nateienia zaobserwowanego efektu
wskazuje jednoznacznie na role grup polarnych przytaczonych do pierscieni kodcowych
czgsteczki karotenoidu. Jednoczesnie, zauwazy¢ mozna iz odlegtos¢ utracenia kontaktu
sondy z powierzchnig liposomu przy retrakcji jest najwieksza w przypadku prébek
zawierajacych (-karoten. Czy fakt ten, zdaniem Doktorantki, moie by¢ wykorzystany do
przewidzenia lokalizacji oraz orientacji barwnikow w stosunku do fazy lipidowej?

3. Bardzo interesujgca obserwacja taczy sie réwniez, moim zdaniem, z efektem wptywu
karotenoidow na wielko$¢ sredniej sity adhezji (dyskutowana na str. 58 dysertacji).
Okazuje sie, ze zeaksantyna obecna w liposomach, powoduje wzrost sity adhezji
o czynnik 25, w przypadku matych liposomow (w przedziale wysokosci 20-40 nm), oraz
o czynnik 45, w przypadku wiekszych liposoméw (w przedziale wysokosci 40-60 nm).
Jednoczesdnie, rozréinienia takiego nie obserwuje sie w przypadku obecnodci
wiolaksantyny w btonach. W tym przypadku obecnos¢ karotenoidu w dwuwarstwach
lipidowych skutkuje wzrostem wartosci sity adhezji o czynnik 40, bez wzgledu na
rozmiary liposoméw. Ciekaw jestem jaki moie by¢ mechanizm molekularny takiej
roznicy? Moze cze$¢ zeaksantyny lokuje sie w obszarze miedzybtonowym
wielodwuwarstw lipidowych a populacja te] frakcji zalezy od stopnia krzywizny

liposomu?

Formutujac konkluzje chciatbym stwierdzic, iz pani mgr Dominika Augustyriska przedstawita
bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, zredagowana na podstawie wynikéw cykiu
pomystowo zaprojektowanych oraz precyzyjnie wykonanych prac badawczych. Wazna czesé
tych  wynikdéw zostata réwnolegle ogloszona w trzech artykutach, opublikowanych
w czasopismach specjalistycznych o miedzynarodowym zasiegu (jedna praca w Acta Biochimica

Polonica oraz dwie prace w Chemico-Biological Interactions) We wszystkich opublikowanych
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pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. W mojej ocenie, rozprawa doktorska
przedstawiona przez panig mgr Dominike Augustyriska spetnia zwyczajowe wymagania
stawiane w $rodowisku migdzynarodowym przed kandydatami do stopnia naukowego doktora,
a tym samym wypeinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki {Dz. U. z 2014 r. poz.
1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Co wiecej, w moim odczuciu, walory samej rozprawy,
w szczegolnosci za$ znaczna liczba interesujacych rezultatéw, sprawiajg iz prace doktorska
rozpatrywa¢ mozna w kategoriach wyrézniajgcej. Gratulujac Doktorantce tak interesujacych
oraz wartosciowych rezultatéw uprzejmie prosze¢ Wysoka Rade Wydziatu Fizyki i Informatyki
Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Dominiki

Augustynskiej do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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