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Rozumienie mechanizmdéw wptywu natywnych zwigzkéw aktywnych biologicznie na
lipidowe btony komdrkowe jest niezwykle istotne z punktu widzenia ich roli w procesie
terapii wielu choréb w tym wirusowych i nowotworowych. Funkcjonalnos¢ btony
komadrkowej w organizmach wynikajacg z jej ztozonego sktadu i organizacji co stanowi duze
wyzwanie dla badaczy chcacych poznaé mechanizmy rzadzace tym tak skomplikowanym
systemem biochemicznym. To dzieki funkcjom btony lipidowej komérka moze realizowac
wszystkie swoje procesy zyciowe. Pomimo wielu subtelnych i wyrafinowanych technik
pomiarowych, jakie dzisiaj sg dostepne badaczom, niemozliwe jest rozwiktanie wszystkich
aspektéw organizacji sktadnikéw btony i opisanie oddziatywan bez pomocy obliczen
kwantowo-mechanicznych z uzyciem duzych mocy komputerowych. Wyniki symulacji
komputerowych czyli tzw. eksperymentéw in silico powigzane z doswiadczeniami z
zastosowaniem roznych techniki pomiarowych wspdlnie dajg gteboki wglad w dziatanie
ztozonych uktadéw biologicznych.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter klasycznej
monograficznej pracy sktadajgcej sie z 8 rozdziatdw: wprowadzenia przedstawiajgcej cel i
motywacje podjecia badan, czesci literaturowej, materiatéw i metod, wynikéw pomiarowych
z ich dyskusjg, podsumowania badan w postaci najwazniejszych wnioskow, spisu literatury

zawierajgcego 146 pozycji wspierajgcego dyskusje wynikdw, streszczenia i spisu osiggnieé




publikacyjnych i prezentacji wynikéw badan. Catos¢ zawarta jest na 121 stronach z licznymi

rysunkami.

Doktorantka jest studentka Il stopnia ksztatcenia na Wydziale Fizyki, Astronomii i
Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagielloniskiego a prace doktorskg wykonywata pod
opieka naukowg pani promotor dr hab. Beaty Korchowiec z Wydziatu Chemii. Praca byta
realizowana rowniez w Zaktadzie Chemii Teoretycznej im. prof. Guminskiego pod
kierownictwem prof. dr hab. Jacka Korchowca. Czes¢ pracy Doktorantka wykonywata
podczas stazu naukowego w Belgii w Drag Research Institute, Université Catholique de
Louvein pod kierownictwem prof. Marie-Paule Mingeot-Leclercq.

Celem pracy doktorskiej jaki sobie postawita Doktorantka byto zbadanie odziatywania
saponin z lipidami tworzgcymi btone biologiczng. Do tego celu wybrata digitonine — saponing
steroidowa, ktéra ze $rodowiska wodnego adsorbowata do jedno-, dwu- lub
trzysktadnikowych warstw lipidowych wytwarzanych dwoma technikami. Gtéwnym
zainteresowaniem byto oddziatywanie digitoniny z innym steroidem - cholesterolem
znajdujgcym sie w warstwach molekularnych stanowigcych modele bton biologicznych.
Doktorantka zaplanowata badania oddziatywania tych molekut i stwierdzenie czy dochodzi
pomiedzy nimi do trwatych agregatow i aglomeratéw w wyniku wigzan chemicznych.
Powstawanie agregatéw tego typu i ich rola w strukturze btony nie byta dotychczasowo
opisana w literaturze.

Wprowadzeniem do badan jest czes¢ literaturowa rozprawy, ktéra w sposéb
przystepny przybliza czytelnikowi tematyke i techniki pomiarowe stosowane w trakcie
realizacji pracy doktorskiej. Duzg czes¢ zajmujg podstawowe informacje na temat
modelowania in silico.

Z uwagi na ztozony sktad natywnych bfon biologicznych Doktorantka badata warstwy
lipidowe, sktadajgce sie z dwdch lub trzech sktadnikéw w réwnomolowych stezeniach (np.
POPC+SM+cholesterol), formowane na subfazach zwierajgcych saponine. Dla weryfikacji
uzyskanych wynikéw i ich interpretacji analizie poddawata warstwy na tworzone na wodzie
oraz zastosowata referencyjne zwigzki w tym saponine wystepujgca w korzeniach zen-szen —
ginsenozyd Rh2 oraz diosgenine, ktora zawierajg szparagi.

Doktorantka stosowata dwie techniki do wytwarzania warstw lipidowych bedacych
prostymi modelami bton biologicznych — technike Langmuira oraz duze i gigantyczne

liposomy. Stosujac¢ technike Langmuira wytwarzata monowarstwy lipidowe na wodzie i na
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wodzie zawierajacg rozne stezania saponiny. Wytwarzane liposomy byly w postaci

pojedynczych dwuwarstw formowane z mieszaniny rownomolowe fosfatydylocholiny (ePC) z
jaj kurzych oraz sfingomieliny (SM). Tak przygotowywane obiekty badan byty
charakteryzowane 1z zastosowaniem wielu komplementarnych technik pomiarowych.
Warstwy Langmuira charakteryzowano na podstawie przebiegow izoterm sprezania [1-A
(zaleznosci cisnienia powierzchniowego M wzgledem sredniej powierzchni przypadajacej na
molekute A) oraz izoterm AV-A (zmian potencjatu powierzchniowego AV wzgledem A). Na
tej podstawie okreslano faze w jakiej znajduje sie sprezana monowarstw w zaleznosci od jej
sktadu oraz stezenia saponiny w subfazie. Przebiegi izoterm sprezania warstw lipidowych I-
A i AV-A pozwalajg ocenic tendencje orientacji molekut w monowarstwie jednak najczesciej
bez mozliwosci wyliczenia katéw jakie tworzg czasteczki (dtugie osie czasteczek) czy tez ich
fragmenty z normalng do monowartwy. Tylko z pewng doktadnoscig mozna okresli¢ czy
sktadniki monowarstwy tworzg homogeniczng mieszanine dwusktadnikowa czy tez nastepuje
separacja sktadnikow. Ten problem jest istotny z praktycznego punktu widzenia, gdyz w
natywnych bftonach komérkowych wystepuja rafty, ktérych sktad rdzni sie od sasiadujgcych
obszarow. Bardziej ztozony model btony komérkowej stanowig liposomy. Doktorantka
wytwarzafa i charakteryzowata duze i gigantyczne dwuwarstwy liposomowe, zbudowane z
tych samych lipidéw co monowarstwy Langmuira, badajgc wptyw saponin na ich wielkos¢,
stabilnos¢ i strukture. Do charakteryzacji stosowata metody dynamicznego rozpraszania
swiatta w celu okreslenia wielkosci wytwarzanych lipidow i dystrybucji rozmiaréw a z
zastosowaniem sond fluorescencyjnych rejestrowata obrazy struktur liposoméw. Z
pomiarow spolaryzowanych skfadowych widm fluorescencji sond umieszczanych w
dwuwarstwach lipidowych liposoméw Doktorantka wylicza parametry porzadku
charakteryzujgce stopiend organizacji lipidéw. Tego typu' pomiary sg bardzo trudne a na
uzyskany wynik wptywa wiele czynnikow takich jak rozproszenie swiatta, reabsorpcja, wtorna
emisja itp. W pracy jednak nie ma schematu aparatury do pomiaru anizotropii emisji i cho¢by
skromnego opisu zastosowanej techniki pomiarowe;.

Znaczacy czesS¢ rozprawy stanowig obliczenia numeryczne, wnoszgcg duzo istotnych
informacji przyczyniajacych sie do zrozumienia oddziatywan i organizacji sktadnikéw warstw
lipidowych oraz wplywu na nie saponin. Doktorantka zastosowata metody dynamiki
molekularnej i chemii kwantowej do okreélenia procesu adsorpcji i/oraz penetracji warstw

lipidowych przez saponiny. Metody in silico pozwolity takie na szczegélowa analize
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oddziatywan miedzymolekularnych i zbadania warunkéw tworzenia sig aglomeratéw

digitoniny z cholesterolem. Uzyskane wyniki i ich dyskusja stanowia bardzo znaczaca czesc
rozprawy.

Zasadnicza cze$é¢ rozprawy stanowi rozdziat 4. zajmujacy potowe pracy. Jak na
wstepie pisze Doktorantka, oddziatywanie digistoniny z cholesterolem jest czgsto obiektem
badan lecz peten mechanizm nie zostat jeszcze dobrze poznany. Niniejsza praca stanowi
znaczy postep w zrozumieniu ich relacji. Plan badar zostaty dobrze przemyslany i logicznie
zaplanowany. Materiat badawczy jest bardzo obszerny a liczba wykonanych eksperymentow
bardzo duza.

Eksperymenty wykonywane byly wedtug podobnego schematu co umozliwiato
Doktorantce poréwnywanie wiasciwosci badanych uktadéw oraz precyzyjna analizg wplywy
adsorbowanych saponin do coraz to bardziej ztozonych warstw lipidowych. Dotyczy to
eksperymentéw wykonywanych za pomocg techniki Langmuira jak i wytwarzania i analizie
jednowarstwowych duzych i gigantycznych liposoméw. Podobnie przyjeto schemat
postepowania w eksperymentach in silico analizujgc dynamike molekularng molekut saponin
adsorbujacych z subfazy wodnej do monowarstw lipidéw dla  kilku ci$nien
powierzchniowych. Obliczenia przeprowadzano w warunkach statej liczby czgsteczek, statej
temperatury i ci$nienia oraz statego napigcia powierzchniowego lub statej powierzchni
zajmowanych przez monowarstwy. Dla badanych uktadéw obliczano katy utozenia diugich
osi molekut, wyliczano parametr porzagdku oraz mozliwosci odzialywania odpowiednich par
atomoéw w sgsiadujacych czasteczkach saponin i lipidow.

Pierwsze eksperymenty wykonano dla jednosktadnikowych monowarstw Langmuira
cholesterolu i diosgeniny sprezanych na subfazie ztozonej z czystej wody i wody z
zawartoscig digitoniny. Zaskakujgcym wnioskiem wynikajacy z badan jest stwierdzenie, ze
podczas sprezania warstwy cholesterolu na subfazie zawierajgcej wigksze stezenie digitoniny
nastepuje rozluznienie monowarstwy Langmuira. Doktorantka nie przeprowadzita gfgbszej
dyskusji przyczyn zmniejszenia wspdtczynnika scisliwosé warstwy lipidowej na poziomie
molekularnym. Minima w przebiegu wspofczynnika scisliwosci w  funkcji cisnienia
powierzchniowego $wiadczg przejsciach fazowych do kolejnych najczgsciej lepiej
zorganizowanych  struktur. W  przypadku badania oddziatywania digitoniny z
jednosktadnikowa warstwa diosgeniny Doktorantka stwierdza, Ze wystepuje silne

oddziatywanie miedzy czgsteczkami co prowadzi do zmniejszenia uporzadkowania podczas
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sprezana dla wyzszych cisnied powierzchniowych. Na czym polega destabilizacja struktur
warstw lipidowych? Czy przy wyzszych ci$nieniach powierzchniowych warstwy Langmuira
sprezanej na subfazie z duzym stezeniem digitoniny warstw s3 homogeniczne i czy nie
powstaja w tych warunkach struktury 3D? Ten problem dotyczy réwniez pozostatych
eksperymentow z warstwami Langmuia, zwtaszcza tych gdy warstwe tworzg dwa lub trzy
lipidy. W takich przypadkach pojawia sie wazne pytanie dotyczace mieszalnoéci sktadnikow
lipidowych. Mieszalnos¢ moze by¢ inna w przypadku warstw tworzonych na subfazie z
czystej wody i z zawartoscig saponin.

O ztozonosci oddziatywania digitoniny na monowarstwe cholesterolu i diosgeniny
wskazuja eksperymenty z monowarstwmi Langmuira tworzonymi na subfazach o najwy
zszym stezeniu digitoniny (65 uM). Brak powtarzalnosci przebiegu izoterm sprezania
$wiadczy o silnych procesach adsorpcji i zwigzanych z tym zmian organizacji warstw
molekularnych. Uzyskanie powtarzalnosci rejestrowanych izoterm po dwukrotnym sprezaniu
i rozprezaniu wskazuje na separacje skfadnikéw i prawdopodobnie powstawanie
aglomeratow w postaci wiekszych tréjwymiarowych obiektow. Prawdopodobnie obserwacje
tekstur tych monowarstw za pomocg mikroskopu Brewstera rzucitoby wiecej $wiatfa na
powstajacy uktad.

Modelowanie komputerowe za pomocg dynamiki molekularnej zachowania sie
czgsteczek saponin w kontakcie z jedno- i wielosktadnikowa monowarstwa lipidowa pozwala
na gtebszy wglad w mechanizmy rzadzace adsorpcja. Wzajemne utozenie molekut w
monowarstwach w obecnosci saponin w bardzo dobitny sposéb pokazujg rysunki rzutéw z
gory i w przekroju poprzecznym do powierzchni monowarstwy. Na podstawie wybranych
standéw, w odpowiednim oknie czasowym, zobrazowane zostaty pofozenia czasteczek
digitoniny. Pomimo matej liczby (8) czasteczek digitoniny widoczne sg niejednorodnosci
rozktadu adsorbatu. Doktorantka prezentuje profile gestosci monowarstw dla
poszczegolnych czesci czasteczek wskazujgce na ich potozenie wzgledem powierzchni wody.
Potozenie czasteczek digitoniny w sposéb ogdiny wskazuje dystrybucja $rodkéw masy tych
czgsteczek. Analiza radialnych funkcji rozktadu dostarczyta informacji na temat stopnia
uwodnienia monowarstw lipidowych. Wptyw zaadsorbowanej saponiny na organizacje
monowarstwy Doktorantka okresla réwniez za pomocy rozktadu kata jaki tworzy wektor
dtugiej osi molekut cholesterolu z normalng do warstwy lipidowej.

Podobny schemat eksperymentow in silico Doktorantka przyjeta w pozostatych
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analizowanych uktadach molekularnych. Wraz ze wzrostem liczby sktadnikow tworzacych

monowarstwy wyniki doswiadczen ze sprezaniem warstw Langmuira stajg sie coraz
trudniejsze do analizy tylko na podstawie rejestrowanych izotem. Sytuacje rozjasniajg wyniki
symulacji komputerowych. W niektérych przypadkach wydaje sie, ze dyskusja uzyskanych
wynikow obliczeniowych idzie za daleko. Przyktadem moze by¢ rozkiad katéw nachylenia
diugich osi lipidéw prezentowany na rysunku 4.32 gdzie Doktorantka zauwaza kilka
maksiméw na krzywej przypadajacych dla zblizonych wartosci kata. Wydaje sie, ze dla
rozwazanych okofo 100 czasteczek lipidu w wielosktadnikowej warstwie nie daje
dostatecznie duzego zespotu statystycznego dla wyciggania tak szczegdétowych wnioskdw.

Bardzo cenne sg obliczenia kwantowo-mechaniczne sit wigzacych dwie z
najwazniejszych w tej rozprawie doktorskiej molekuty — cholesterol i digitonine, ktdre
prawdopodobnie tworza aglomeraty. Obliczone wielkosci sit wskazujg na istnienie
oddziatywan van der Waalsa. Dla poréwnania Doktorantka wykonata rowniez obliczenia dla
par diosgenina-digitonina. Otwartym ciggle problemem pozostaje to czy tworzg sie tylko
pary cholesterol-digitonina czy rdwnie prawdopodobne jest powstawanie wiekszych
aglomeratow.

Niedosyt budzi brak analizy izoterm zmian potencjatlu powierzchniowego AV
wzgledem Sredniej powierzchni przypadajgcej na molekute. Doktorantka zamieszcza te
izotermy wspolnie z izotermami I1-A ale nie szuka korelacji pomiedzy nimi. Zmiany wartosci
AV swiadcza o uporzgdkowaniu molekut na powierzchni granicy faz. Szkoda, ze Doktorantka
nie pokusita sie o korelacje tych danych z eksperymentami in silico. Pewnym
usprawiedliwieniem jest fakt stopnia ztozonosci badanych warstw molekularnych.

Wartosciowa i interesujgcg z punktu poznawczego czescig rozprawy sa rozdziaty
opisujace wyniki eksperymentdw z duzymi i gigantycznymi liposomami. Doktorantka musiata
poznac¢ preparatyke liposomdéw oraz nowoczesne metody ich charakteryzacji. Pomierzyta
$rednice liposoméw metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta a poprzez zastosowanie
kilku sond fluorescencyjnych lokujgcych sie w réznych obszarach warstw lipidowych mogta
obrazowaC zmiany struktur badanych uktadéw. Dwuwarstwy lipidowe, ktére tworza
liposomy sg blizszym modelem btony biologicznej niz monowarstwy Langmuira. Ciekawym
wynikiem uzyskanym przez Doktorantke sg zdjecia mikroskopowe, ktére wskazujg na
wystepowanie separacji sktadnikéw w liposomach. Ten fakt rzuca pewne swiatto na

mozliwos¢ wystepowania separacji faz w niektorych z badanych warstw Langmuira. Zdjecia
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mikroskopowe uwidocznity tez proces paczkowania liposoméw w zaleznoéci od sktadu
dwuwarstwy i stezenia saponin.

Rozprawe koniczy rozdziat 5. Wnioski, w ktérym Doktorantka zebrata syntetycznie w
punktach najwazniejsze dokonania poszerzajagce wiedze na temat oddziatywan saponin z
mono- i dwuwarstwami lipidowymi jako modelami bton komdrkowych.

Catos¢ rozprawy pani mgr Marii Janikowskiej-Sagan nalezy oceni¢ bardzo wysoko nie
tylko z powodu ilosci wykonanych eksperymentéw ale zwtaszcza z powigzania ich z
eksperymentami in silico. Szeroki zakres i réznorodnos¢ obliczen komputerowych wymagata
duzego zaangazowania a przede wszystkim zagtebienia sie, i poznania wielu ztozonych
technik symulacji komputerowych. Technika wytwarzania warstw Langmuira oraz
preparatyka prowadzaca do uzyskania duzych stabilnych liposoméw i prawidtowa
interpretacja wynikow wskazuje na to, ze Doktorantka osiggneta wysoki poziom wiedzy i
umiejetnosci. Wyniki pracy Doktorantki zostaty opublikowane (4 publikacje) w czasopismach
z bazy Journal Citation Reports (JCR) o wysokim parametrze wpitywu IF. Byty rdwniez

prezentowane na kilku konferencjach krajowych i zagranicznych w formie plakatowe;j.

Pewne niedoskonafosci w redakcji rozprawy doktorskiej maja wptyw na wysoka
oceng dokonar naukowych. W pracy jest dos¢ duzo nieprecyzyjnych okreslen i jezyka
zargonu laboratoryjnego. Dwa rozdziaty majg praktycznie ten sam tytuf (4.2.2 Modelowanie
MD —Oddziatywanie monowartwy cholesterolu z digitoning — str. 55 i Modelowanie MD -
ukfad cholesterol — digitonina — str. 69). Podpisy pod rysunkami czesto sg zbyt lapidarne co

wymaga szukania szczegdtéw w tekscie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona rhi do recenzji rozprawa doktorska
pani mgr Marii Janikowskiej-Sagan stanowi znaczace osiggnigcie Doktorantki poszerzajace
wiedze o oddziatywaniach pomiedzy badanymi molekutami tworzgcymi btony biologiczne.
Doktorantka udowodnita, ze potrafi prowadzi¢ badania naukowe na wysokim poziomie. W
moim przekonaniu, przedtozona mi do oceny rozprawa spefnia wymagania stawiane pracom
doktorskim w mys| ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki i wnosze o dopuszczenie pani mgr Marii Janikowskiej-Sagan do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jowcea M;\
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