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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Dominiki Augustynskiej pt. "The
influence of selected carotenoids on mesomorphic phase behaviour of model
membranes"

Praca doktorska mgr Dominiki Augustynskiej wykonana zostala na Wydziale Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, pod kierunkiem prof.
dr. hab. Kazimierza Strzatki, wybitnego eksperta w dziedzinie biochemii roélin, autora
pionierskich prac poswigconych badaniu roli karotenoidéw w blonach biologicznych, oraz
promotora pomocniczego, dr Matgorzaty Jemioty-Rzeminskiej, réwniez od lat zajmujacej sie
zblizonymi zagadnieniami, a po$wiecona zostata badaniu wpltywu wybranych karotenoidéw
(B-karotenu, oraz dwdch ksantofili - zeaksantyny oraz wiolaksantyny) na wiasnodci fazowe i
adhezyjne wielolamellarnych liposoméw z DPPC. Jako metody wybrano mikroskopic sit
atomowych (metode AFM) oraz kalorymetrie roznicowa (metode DSC). Zaréwno uklad
modelowych blon biologicznych, jak i metody badawcze zostaly dobrane trafnie, gdyz wraz
ze wzrostern temperatury DPPC pokazuje do czterech przejsé fazowych (w zaleznodci od
stopnia oczyszezenia oraz od wartodei ci$nienia zewnetrznego), z ktérych zwykle dwa mierzy
si¢ W preparatach liposomow, natomiast obie uzyte metody pozwolily na analize
komplementarnych aspektéw badanego efektu, a mianowicie zmiany temperatur przejsé
fazowych uktadu lipidowego, oraz zmian adhezji wielowarstwowego liposomu pod wplywem
dodanych karotenoidow.

Rozprawa dokiorska napisana zostala w jezyku angielskim, a podzielona, zgodnie z dobrym
schematem redakcji prac naukowych, na "Introduction”, poswiecony literaturowemu opisowi
badanych ukladéw cieklokrystalicznych, w ktorym Autorka omoéwila budowe blony
biologicznej, jej skiad lipidowy, nastepnie szczegbinie zogniskowala uwage na karotenoidach
blonalnych, omawiajgc ich sktad, oraz funkcje w reakcji jasnej fotosyntezy, ich whasnosci
fotoprotekeyjne oraz antyoksydacyjne, wreszcie przeciwrakowe, nastgpnie omoéwila
lokalizacje wybranych karotenoidéw w dwuwarstwie lipidowej; "Materials and methods"
opisujace  preparatyke  wielolamellarnych  liposoméw, zaawansowang  preparatyke
wiolaksantyny, oraz opis zastosowanych metod badawczych, "Results" przedstawiajgcy
wyniki zaréwno badan kalorymetrycznych, jak i wyniki badan mikroskopii sit atomowych;
"Discussion"; wreszcie zwiezle wnioski, oraz streszezenia zaréwno w Jjezyku angielskim jak i
po polsku, a dodatkowo spis wykorzystywanych skrétow, spis rysunkdw i a takze spis tabel.




Rozprawa obejmuje tacznie 104 strony tekstu, 130 pozycji literatury, 33 rysunki i jedng
tabele.

Szczegbtowy opis rezultatéw pracy: _

W pracy przedstawiono wyniki tras katorymetrycznych, DSC, dla wielolamellarnych
liposom6w DPPC oraz takich liposomow dotowanych zeaksantyna. Konformacja zeaksantyny
zasadniczo zmienia sposéb lokalizacji tego zwigzku w blonie liposomu [Ref. 52 - Literatura),
co mogloby mie¢ wplyw na ruchliwo$¢ laficuchéw weglowodorowych modelowej blony
biologicznej i tym samym wplyw na zmiang temperatury gléwnego przejscia fazowego
ukfadu DPPC-zeaksantyna. Jednakze w pracy wykorzystano zakupiong zeaksantyne, w ktérej,
jak wydaje si¢, dominuje konformacja trans i do zeaksantyny w tej wiasnie konformacii
nalezy odnosi¢ uzyskane wyniki.

W pracy zauwazono, ze obecno$¢ zeaksantyny nie wplywa na gldéwne przejscie
fazowe w DPPC, a jednoczesnie obniza o 2°C temperaturg przedprzejscia. Nie mozna
‘zapomnie¢, ze gldéwne przejscie fazowe wiaze si¢ ze zmiang uporzadkowania
krotkozasiegowego w blonie (od fazy Pp do L), natomiast przedprzejicie ze zmiang
uporzadkowania dalekozasiggowego (od fazy Lg do Pg).

Fakt, ze obecnos¢ zeaksantyny nie wplywa na glowne przejscie fazowe DPPC, moze
oznaczad, ze takiego efektu w ogdle nie ma. Jednakze warto si¢ zastanowic, czy brak efektu
nie moglby by¢ wynikiem przyjetego protokotu preparatycznego, gdy wskutek procedury
nastgpitaby separacja obu frakeji lipidowych (Moze na przyklad preparatyka prowadzona w
temperaturach ponizej temperatury gléwnego przejscia fazowego spowalnia mieszanie sie obu
frakcji, a moze wrecz przeciwnie: prowadzi do separacji wymieszanych na poczatku frakeji, a
tym samym agregacji karotenoidéw w blonie, wiodge do powstawania stabilnych domen).

Réwnie intrygujace jest spostrzezenie wplywu obecnosei karotenoidéw na
temperature  przedprzejicia fazowego. Udato sie zauwazyé obnizenie temperatury
przedprzejscia T, DPPC w przypadku dotowania dwuwarstwy DPPC zeaksantyna, co racze]
nalezy powiazaé z réznica w dystrybucji/agregacii zeaksantyny wbudowanej w dwuwarstwe,
niz z efektem zwigzanym z udzialem zeaksantyny o réznych konformacjach.

Jemiota-Rzemifiska i in. 2005 analizowali z uzyciem symulacji molekularnych
analizowano wplyw pojedynczej molekuly p-karotenu na jej otoczenie lipidowe  w
dwuwarstwie POPC, symulowane;j dla temperatury 320 K (POPC w fazie cicklokrystaliczne;,
Ly), co wprawdzie rozni si¢ od sytuacji w liposomach badanych przez Doktorantke, jednakze,
zdaniem Recenzenta, wiasnie dla fazy cieklokrystalicznej efekt od B-karotenu powinien by¢
najsilniejszy, wige wnioski mozna przeniesé do sytuaci badanej w recenzowanej pracy.
Autorzy, w ukladzie zawierajacym P-karoten w stezeniu ~0.5 mol% (wige w zakresic
badanym w recenzowanej pracy) oraz 72 molekuly POPC, przekonujaco ocenili zasieg
oddziatywania jako znaczaco mniejszy niz 124, co wyklucza wplyw pojedynczych molekut
-karotenu na dalekozasiegowe uporzadkowanie blony [Ref. Jemiola-Rzemirnska,
Pasenkiewicz-Gierula i Strzatka, 2005, Chem. Phys. Lipids 135, 27). Jednakze temu
Recenzentowi nie jest znana praca, w ki6rej analizowano by wplyw agregatéw molekut
karotenoidu na zmiany dalekozasiggowego uporzadkowania blony, chetnie wiec ustyszatby
opini¢ Doktorantki o takiej mozliwosci.

Obrazowanie metodg AFM wielolamellarnych liposoméw DPPC, zardwno kontrolnych, jak i
dotowanych karotenoidami wykonano zaréwno w trybie bezkontaktowym oraz w trybie
kontaktowym, zaréwno dla prébek umieszczonych w powietrzu jak i zanurzonych we wodzie.

Wprawdzie w pomiarach wykorzystano zakupiona zeaksantyne, jednak wczesnie] w
rozdziale ,,Isolation of violaxanthin” przedstawiono zaawansowang izolacje wiolaksantyny i
B-karotenu wykorzystanych w pomiarach AFM. 7 lidci pokrzywy wyekstrahowano frakcje




barwnikows obejmujgcg zaréwno chlorofil, jak i karotenoidy. Chlorofil usunigto reakcja
saponifikacji. Dzigki kolejnej ekstrakeji z frakeji barwnikowej od chlorofilu oddzielono
frakcj¢ karotenoidowa. Z niej oddzielono wiolaksantyne, ktora tatwo rozpuszcza sie w
metanolu ~ w odroznieniu od f-karotenu, dlatego oba te barwniki oddzielono uzyciem
mieszaniny heksanu (faza o mniejszej gestodei zawierajaca B-karoten) i metanolu (faza o
wigkszej gestodei zawierajaca wiolaksantyne).

Oddzialywanie sondy AFM z powierzchnia wiclolamellarnego liposomu DPPC,
zarwno kontrolnego, jak i dotowanego karotenoidem, a deponowanego na powierzchni
krzemu mialo ograniczony charakter. Otéz, sity adhezji liposomu do podloza przekraczaty
poziom oddziatywania z sonda AFM, a ponadto nakiucie uktadu blonalnego sonda AFM nie
powodowato trwatego uszkodzenia powierzchni, lecz struktura natychmiast si¢ odtwarzala; na
dodatek nie stwierdzono réinic w ksztalcie liposomow obrazowanych w modzie
kontaktowym i w modzie bezkontaktowym.

Analiza sit adhezji pokazata, ze maja one znacznie mniejsza wartos¢ dla liposoméw
mierzonych (zanurzonych) we wodzie, niz dla pomiaréw liposoméw prowadzonych w
powictrzu  (jednakze stale pokrytych filmem wodnym stabilizujacym  strukture
eksponowanych do atmosfery liposoméw). Wiasnie obeeny dla takiej probki film wodny
indukuje powstanie mostkdw wodnych znaczaco zwigkszajacych sily adhezji wskutek
pojawiajgcego si¢ cztonu pochodzacego od sit kapilamych. Dla probki badane] w atmosferze,
spadek sit adhezji wraz z rosnaea temperaturg spowodowany jest postepujaca dehydratacjg -
probki, a tym samym pekaniem mostkow wodnych, gdyz podobnego efektu nie
zarejestrowano w trakcie pomiaréw liposoméw zanurzonych we wodzie. Obecno$é w blonie -
B-karotenu dodatkowo zwigksza sity adhezji, a efekt od ksantofili jest jeszcze silniejszy, co
prawdopodobnie wynika z indukowanego obecnoscig karotenoidu dodatkowego usztywnienia
dwuwarstwy lipidowej, co, zdaniem Recenzenta trafnie, zostalo przez  Autorke
zinterpretowane, jako dodatkowe oddziatywanie miedzy plowicami hydrofilowymi DPPC, a
grupami polarnymi ksantofilu. Autorka zasygnalizowala mozliwy wplyw rdéznych
rozmiaréw/réznej stabilnosci domen lipidowych w badanych uktadach, jednak zastosowane
metody (zaréwno DSC jek i AFM) w tym szczegdlnym przypadku nie dostarczyly
doktadniejszych rozroznien.

Bardzo wysoko oceniam przedstawione w pracy nowatorskie analizy struktury i
dynamiki molekularnej wielolamellarnych liposoméw DPPC dotowanych karotenoidami, a
przeprowadzone komplementarnymi metodami.

Nalezy jednak wytknaé drobne usterki nie majace wplywu na zasadniczg ocene pracy.

str. 11. Autorka uzywa wlasnego neologizmu "soft crystals”, w miejsce wlasciwego
okredlenia "lyotropic liquid crystals”. Trzeba zaznaczyé, ze jednoczesnie Doktorantka
postuguje si¢ klasyfikacja liotropowych faz ciekfokrystalicznych wprowadzong przez V.
Luzzatiego [Ref. Luzzati & Tardieu 1974, Ann. Rev. Phys. Chem. 25, 79].

str. 11. Autorka pisze "inverse hexagonal phase Hy w miejsce "inverted hexagonal phase Hy".
str. 12, 13,142, W klasyfikacji Luzzatiego laciriska wielka litera oznacza sie uporzadkowanie
dalekozasiggowe, natomiast grecka mala liters umieszezona w indeksie dolnym oznacza sic
krétkozasiggowe uporzadkowanie/utozenie lancuchéw weglowodorowych, znaczek prim
oznacza zas, z¢ diuga o$ symetrii molekuty nie jest prostopadta do powierzchni (do stycznej
do powierzchni) dwuwarstwy. Faza cieklokrystaliczna opisywana jest przez Luzzatiego jako
L, nie Loy, gdyz wowezas molekuly ulozone sa prostopadle do powierzehi lamelli, co zreszta
zamieszczono na poprawnym rysunku na str. 13. Warto tez dodag, Ze fazy cicklokrystaliczne
o dalekozasiggowym uporzadkowaniu periodycznym w trzech wymiarach nie musza byé
wylacznie kubiczne, moga by¢ fazy romboedryczne R, grupa przestrzenna R3m , a takze fazy
prostokatne, T, grupa przestrzenna /422, -




Reasumujgce, stwierdzam, ze cel badawczy recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr
Dominiki Augustyfiskiej zostat w pelni zrealizowany, a praca ta zawiera wiele waznych i
nowych rezultatéw na temat wplywu wybranych karotenoidéw na strukture i dynamike
molekularng modelowych bton biologicznych z DPPC, dlatego z petnym przekonaniem moge
stwierdzi¢, ze catkowicie spetnia ona wymogi obowigzujacej ustawy o stopniach naukowych.
W oparciu o powyzsze, uprzejmie prosze wysoka Rade Wydziatu Fizyki i Informatyki
Stosowanej, Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto znaczenie uzyskanych wynikéw oraz
jakosc¢ przedstawionej rozprawy, w tym poziom analiz wynikow i ich dyskusji, pozwalaja mi
oceni¢ t¢ rozprawe jako wyrdzniajaca. Szczegdtowe uzasadnienie proponowanego
wyrbznienia pracy Pani mgr Dominiki Augustynskiej dotaczam w oddzielnym pismie.
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Rada Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowane;j,
Akademii Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica
w Krakowie

Wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Dominiki Augustynskiej pt.
"The influence of selected carotenoids on mesomorphic phase behaviour of model
membranes"

Jako recenzent pracy doktorskiej pani mgr Dominiki Augustynskiej wykonanej na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie, pod
kierunkiem prof. dr. hab. Kazimierza Strzatki, wybitnego eksperta w dziedzinie biochemii
roslin 1 autora pionierskich prac poswigconych badaniu roli karotenoidéw w blonach
biologicznych, oraz promotora pomocniczego, dr Malgorzaty Jemioly-Rzemifskiej, a
poswigcongj badaniu wptywu wybranych karotenoidéw (B-karotenu, oraz dwéch ksantofili -
zeaksantyny oraz wiolaksantyny) na dynamike fazows oraz na wlasnosci adhezyjne
wielolamellarnych liposoméw z DPPC cheialbym ztozy¢ wniosek o wyréznienie powyzszej
pracy doktorskiej.

Prace doktorska mgr Dominiki Augustynskiej uwazam za wyrdzniajaca zaréwno z
uwagi na wybor nowatorskiej tematyki, a mianowicic analizy wplywu i znaczenia
karotenoidow dla blon biologicznych rodlin, jak i metodologie, w ktérej zastosowano
mikroskopig sit atomowych (metode AFM) oraz kalorymetrie réznicows (metode DSC). O ile
metoda DSC umozliwila wnikliwe §ledzenie dynamiki fazowej badanego ukladu
cicklokrystalicznego, o tyle pionierskie zastosowanic metody AFM w analizie powierzchni
liposoméw wielowarstwowych dotowanych karotenoidami pozwolilo na doktadng analize ich
wlasnosci powierzchniowych, zaréwno dla pomiaru lipesoméw zanurzonych we wodzie, jak i
dla pomiaréw liposoméw ecksponowanych do atmosfery.

Biorgc pod uwage oryginalno$¢ i bogactwo uzyskanych wynikéw, oraz bardzo
wysoki poziom naukowy pracy doktorskiej Pani mgr inz. Dominiki Augustynskiej wnioskuje

0 jej wyrdznienie.



