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W Krakowie

Recenzja pracy na stopien doktora nauk fizycznych, mgr Agaty Bogdal, zatytulowane)
,Klasyfikacja resztkowej wody zwigzanej w rehydratyzowanych liofilizatach fosfolipidow
DPPC, POPC i DOPC”, wykonanej pod opiekg promotora prof. dr hab. Huberta Haraficzyka

Celem przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej bylo zbadanie wplywu procesu
rehydratacji na zachowanie liofilizatéw wielowarstwowych liposoméw utworzonych z trzech
r6znych fosfolipidéw — DPPC, POPC oraz DOPC. Do badan tych Doktorantka wykorzystata
techniki kinetyki hydratacji, relaksometrii i spektroskopii 'H-NMR oraz spektroskopii w
podczerwieni ATR-FTIR.

Badania fosfolipidow 1 blon biologicznych przy pomocy magnetycznego rezonansu
jadrowego majg dluga historie, siggajaca wezesnego okresu rozwoju tej techniki pomiarowej
(a raczej rodziny technik opartych na tym zjawisku). Spektroskopia wysokiej zdolno$ei
rozdzielczej MAS NMR na jadrach *'P, °C, 'H jak réwniez statycznych widm ’H NMR czy
P pozwolila na zgromadzenie wiedzy na temat struktury, uporzadkowania, przejsé
fazowych, etc... struktur tworzonych przez te sktadniki blon biologicznych, zaré6wno w fazie
ciala stalego jak i1 faz cieklokrystalicznych. Tematyka tej rozprawy dotyczy zakresu
posredniego, wystepujgcego na pograniczu tych dwu obszar6w uporzadkowania tancuchéw
fosfolipidowych w obecnosci ograniczonej puli wody, dostgpnej z fazy gazowej, 1 miesci sig
w nurcie badan promotora tej pracy dla wielu innych ukladéw mikroheterogennych.

Rozprawa poprzedzona jest krotkim streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, oraz
spisem tresci. Oprocz wprowadzenia zawiera pie¢ gltéwnych czgsci: wstep z ogdlng
charakterystykg badanych ukladéw i podstaw teoretycznych uzywanych metod badawczych,
materialy 1 metody, opis wynikéw, dyskusje wynikéw oraz wnioski. Po nich zamieszczone
zostaly tabele z wynikami liczbowymi dopasowania sygnatu FID, oraz bibliografia
zawierajaca 117 pozycji. Na koncu rozprawy zamieszczono zestawienie dorobku naukowego
Doktorantki, obejmujacego liste trzech publikacji wspétautorskich, jednej przygotowanej do
wyslania oraz szesciu prezentacji konferencyjnych (w czterech z nich Doktorantka jest
pierwszym autorem).

W czgscei pierwszej, Wstepie, oméwione zostaly kolejno: sktadniki, struktura i wlasciwosci
blon biologicznych, z uwzglednieniem wpltywu lipidéw na ich uporzagdkowanie, modele blon
biologicznych oraz badane fosfolipidy. Nastepnie zamieszczono zwiezlte opisy podstaw
teoretycznych kinetyki hydratacji oraz izotermy sorpcyjnej. Do$¢ szczegdélowo natomiast
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przedstawione zostaly podstawy teoretyczne magnetycznego rezonansu jadrowego, w tym
pomiaréw MRJ w domenie czasu i czestotliwosci, a takze w podstawowym zakresie metody
spektroskopii w podczerwieni (ATR-FTIR).

Ta czg$¢ rozprawy jest starannie zredagowana i pozwala czytelnikowi dobrze zorientowac si¢
w teoretycznych podstawach zagadnien eksperymentalnych, przedstawionych w kolejnych
czesciach. Mam do tej czesci pytanie zwigzane z podanymi przez Doktorantke w rozdziale 1.3
temperaturami przejs¢ fazowych pomiedzy fazg zelu a fazg cieklokrystaliczng, mianowicie
czy dla badanych fosfolipidéw znane sg zaleznoéci temperatur tych przej$¢ od zawartosci
wody w ukladzie (a szerzej czy znane sa diagramy fazowe temperatura/uwodnienie)?
Poniewaz badania przedstawione w pracy wykonywane byly w pewnym zakresie uwodnien,
znajomos¢ tej zaleznosci wydaje si¢ istotna przy interpretacji uzyskanych wynikow.
Drobniejsze uwagi dotycza pewnych niescistoséci w tekécie poswigconym podstawom
magnetycznej relaksacji jadrowej, mianowicie niekompletnych wzoréw 38 i 39, oraz niejasno
sformulowanego zdania na stronie 49, z ktérego czytelnik mogitby wywnioskowac ze energia
uktadu spinéw jest prostopadta do wektora indukeji pola magnetycznego.

W krétkiej czesei drugiej, poswieconej zastosowanym materialom i metodom badawczym
zostalo omowione przygotowanie probek liofilizatéw wielowarstwowych liposomow
fosfolipidowych, wyznaczanie ich suchej masy oraz procedury hydratacji probek. Ponadto
do$¢ obszernie opisano aparatur¢ pomiarowg magnetycznego rezonansu jadrowego,
mianowicie wysokopolowy spektrometr, pracujacy w polu magnetycznym 7,05T
i niskopolowy relaksometr o polu magnetycznym 0,7T. Podano réwniez typowe wartosci
parametrow czasowych sekwencji impulsowych, zastosowanych przy wykonywaniu
pomiardw. Ta czg$é rozprawy konczy sie krotkim oméwieniem sposobu przeprowadzenia
pomiaréw widm metoda ATR-FTIR.

W czgsei poswigconej uzyskanym wynikom, na wstepie przedstawiono metodyke analizy
wynikéw kinetyki hydratacji, wyznaczania stopnia hydratacji na podstawie analizy pasm od
wody i grupy metylowej w widmach ATR-FTIR, analizy zanikow swobodnej precesji (FID)
uzyskanych w niskim polu oraz analizy widm 'H-NMR otrzymanych w polu wysokim.
Wedlug mnie te, wstgpne rozdzialy czgsci poswigconej wynikom powinny zostac
umieszczone w czesci Materialy i Metody, poniewaz dotycza metodologii analizy danych, nie
zas samych wynikoéw. Nie majg rdwniez przypisanej numeracji, w przeciwienistwie do innych
rozdziatéw rozprawy. Ponadto, wzdor 69 opisujgcy kinetyke hydratacji jest zapisany blednie
(przedstawia funkcje malejgca z czasem zamiast rosngcej). Jest on niezgodny z poprawnym
wzorem nr 2, przedstawionym w czgsci teoretycznej rozprawy.

W kolejnych, obszernych rozdziatach zamieszczone zostaty wiasciwe wyniki pomiarowe i
analityczne uzyskane dla liofilizatéw wielowarstwowych liposomow. I tak w rozdziatach 3.1,
3.2 i 3.3 znalazly sie¢ graficznie Przedstawione wyniki pomiaréw i analizy sygnalu zaniku
swobodnej precesji oraz widm H NMR, odpowiednio dla: DPPC, POPC i DOPC. W
przypadku DOPC zamieszczone zostaty wyniki dodatkowych pomiaréw widm 'H NMR,
wykonane po szesciu miesigcach inkubacji liofilizatéw w temperaturze -20 stopni. Liczbowe
wartosci dopasowanych parametrow zanikéw sygnalu swobodnej precesji zostaty
zamieszczone w formie tabelarycznej na koncu rozprawy. W nastepnym rozdziale 3.4
zamieszczono wyniki dotyczace kinetyki hydratacji, zas w rozdziale 3.5 widm ATR-FTIR
badanych fosfolipidow.
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Poza ostatnim rozdziatem, dotyczacym ATR-FTIR, ta cze$¢ rozprawy zawiera przedstawienie
wynikéw systematycznie wykonanych pomiaréw oraz ich analizy wedlig schematu
wielokrotnie stosowanego w badaniach innych, zwykle nisko-uwodnionych ukiadéw
mikroheterogennych w grupie kierowanej przez promotora Doktorantki., Metodologia ta
stosowana przez wiele lat, pozwolita na uzyskanie wielu wartosciowych wynikéw, co zostalo
zgrabnie przedyskutowane w szerokim kontekscie tych wezesniejszych prac, w kolejnym
rozdziale rozprawy i podsumowane w rozdziale ostatnim zawierajacym wnioski z pracy
doktorskie;j.

W efekcie przeprowadzonych badafi w kazdym z badanych ukladéow, Doktorantka
wyodrgbnifa kilka frakcji pochodzacych od ciata stalego lub wody o réznym stopniu
ruchliwo$ci, opisanych odpowiednio funkcjami Gaussa lub Lorentza (lub eksponenty w
domenie czasu), stwierdzajac istotne réznice pomiedzy poszczegdlnymi fosfolipidami,
przejawiajace si¢ réznych udziatach tych frakeji i ich zréznicowanym zachowaniu w funkcji
uwodnienia. Ponadto, w probee inkubowanej przez 6 miesigcy, stwierdzita obecno$é procesu
pecznienia wystepujacego przy dostatecznie dtugim czasie hydratacji z fazy gazowej.

Przedstawione w pracy wyniki badan stanowig interesujacy przyczynek do poszerzenia
wiedzy dotyczacej badanych ukladéw. Rozprawa zredagowana jest wystarczajaco dokladnie
aby czytelnik mogt zapozna¢ si¢ zaréwno ze stosowang metodologia badawcza jak
i osiggnigtymi rezultatami. Tym niemniej, podczas lektury czeéci rozprawy poswiccone
wynikom wykonanych pomiaréw i analiz pojawilo sie kilka pytan na ktére chcialbym
uzyska¢ odpowiedz podczas obrony.

1. Uklady fosfolipidowe w fazie stalej jak i w fazach ciekltokrystalicznych byty od wielu
lat badane technikami magnetycznego rezonansu jgdrowego (np. takimi jak
spektroskopia MAS NMR na jadrach *'P, C, 'H oraz spektroskopia statycznych
widm *H NMR, *'P czy 'H). W rozprawie brakuje mi szerszego odniesienia do tych
badan. Prositbym zatem o wyjasnienie jak wyniki uzyskane w pracy doktorskiej
sytuujg si¢ w stosunku do tych wezesniejszych? Co jest w nich nowego? Czy i w
jakim stopniu wyniki wczesniejszych badan fosfolipidéw moga byé pomoce w
interpretacji wynikéw uzyskanych w pracy doktorskiej? W szczegélnosci
wielosktadnikowych widm uzyskanych w wysokim polu, czy poszczegdlnych
sktadowych uzyskanych z pomiaréw relaksacyjnych.

2. Wspolczynnik kierunkowy nachylenia prostej opisujacej zaleznosé stosunku sygnatu
L/S w funkcji wzglednej zmiany masy podczas hydratacji, w wickszosci przypadkéw
jest stosunkowo duzy dla niskich za§ mniejszy dla wyzszych uwodnien (rys. 31, 41,
47, 57 i odpowiednio wzory 73-74, 76, 77-78; warto$ci podane we wzorach 80-81
wydajg si¢ by¢ czesciowo bledne, nie odpowiadaja wykresowi na rys. 57). Jakiej
wartosci tego wspotczynnika nalezaloby sie spodziewaé biorge pod uwage gestosé
protonowa wody i taficuchéw fosfolipidowych, i przyjmujac ze protony wody daja
wkiad do sygnatu L za$ protony lanicucha do sygnatu G? Jakiej wartosci nalezaloby sie
spodziewa¢ w przypadku gdy, jak na rys. 57, przedstawiony jest stosunek sygnatu
L2/L1 (narys. 57 jak si¢ wydaje jest omytkowo przedstawione odwrotnie L1/L2). Czy
mozliwe jest Zze zalezno$¢ w zakresie niskich uwodniefi jest opisana funkcja
wymiemng, a nie liniowa, co niekoniecznie musiatoby oznaczaé rozpuszczanie
skladowej stalej, ale zwigkszenie mobilnoéci laficuchéw lipidowych skutkujace
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zmiang sygnatlu z gaussowskiego na lorenzowski(eksponencjalny) i wydluzeniem
czasu T2* (zwezeniem linii)?

3. Przedstawione w rozdziale 3.5 widma ATR-FTIR, wykazuja zmiany w funkcji
uwodnienia nie tylko w pasmie odpowiadajacym wodzie. Jakie informacje odnosnie
ruchliwo$ci molekul w tancuchach fosfolipidow mozna uzyskaé z tych widm i czy
moga one pomoc w interpretacji wynikow pomiaréw relaksacyjnych i widm NMR?

4. W pracy zostaly pokazane wyniki pomiaréw relaksacyjnych i widm 1H-NMR, ale nie
ma wykreséw (przynajmniej przykladowych) ilustrujgcych teoretyczne funkcje
dopasowane do danych doswiadczalnych. Niektére z wartosci dopasowanych
parametrow (np. w tab. 5 dla niskich uwodnien) sugerujg ich do$¢ duzy rozrzut,
wyraznie wigkszy niz zaznaczone na rys. 31 bledy dopasowania. To powoduje ze
trudno jest jednoznacznie okreslié przebieg zalezno$ci L/G(Am/mgy) w tym zakresie
uwodnien. Czy przeprowadzono proby uzyskania lepszych dopasowani, np. z innymi
warto$ciami poczatkowymi parametréw, czy wagami zaleznymi od stosunku sygnahu
do szumu dla danych punktéw pomiarowych?

5. Wzor 84, opisujacy pecznienie jest blednie zapisany, opisuje funkcje malejacg z
czasem powinna ona by¢ rosnaca. Wydaje si¢ rowniez ze czas rozpoczecia pecznienia
tp powinien by¢ uwzgledniony w liczniku utamka w ostatnim czlonie wzoru.

Niezaleznie od sformulowanych powyzej pytan i uwag, wynikajacych przede wszystkim z
mojej nie do konca zaspokojonej ciekawosci poznawczej, przedstawiona mi do recenzji praca
jest interesujagcym przyczynkiem do okreslenia wilasnosci wody zwigzanej w badanych
ukladach rehydratyzowanych liofilizatéw wielowarstwowych liposoméw fosfolipidowych.
Zawartos¢ rozprawy wskazuje ze Doktorantka opanowata zardwno podstawy teoretyczne
badanych zjawisk i stosowanych metod jak i praktyczne umiejetnosci ich zastosowania.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam ze przedstawiona przez mgr Agate Bogdal rozprawa
doktorska zatytulowana ,Klasyfikacja resztkowej wody zwigzanej w rehydratyzowanych
liofilizatach fosfolipidéw DPPC, POPC i DOPC” spetnia kryteria stawiane kandydatom w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz.U. z 2016 r. poz 882) i wnosz¢ o
dopuszczenie mgr Agaty Bogdat do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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