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Ocenarozprawy doktorskiej mgr Agaty Bogdat
pt. ,,Klasyfikacja resztkowej wody zwigzanej w rehydratowanych liofilizatach
fosfolipidow DPPC, POPC i DOPC”

Budowa komdérkowa organizméw zywych stanowi jeden z naczelnych
paradygmatéw charakteryzujgcych zycie na naszej planecie, a btona komorkowa
stanowi naturalng bariere oddzielajgca zywe komorki od srodowiska zewnetrznego.
Wydaje sie, iz obszar nauki zwigzany bezposrednio z badaniami wiasciwosci
strukturalnych oraz funkcjonalnych bton biologicznych ma juz za sobg faze
charakteryzujgcg sie najbardziej dynamiczng aktywnoscig. W moim odczuciu ogromng
role w tych badaniach odegrali fizycy, ktérzy zaprzegli do swoich prac caty arsenat
nowoczesnych technik eksperymentalnych, poczawszy od metod
dyfraktometrycznych, poprzez techniki spektroskopii molekularnej az po metody
obliczeniowe i symulacje komputerowg dynamiki molekularnej. Wyniki tych badan

przyniosty precyzyjne informacje dotyczgce struktury dwuwarstw lipidowych, ich faz
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termotropowych oraz zagadnien zwigzanych z dynamikg molekularng czgsteczek
lipidow oraz innych skfadnikdédw biomembran. Informacje te przetozyty sie bezposrednio
na wiedze dotyczgcg powigzan wtasciwosci strukturalnych i dynamicznych oraz funkgcji
bton w zywych komorkach. Paradoksalnie, okres rozwoju badan w zakresie
membranologii, ktérego jestesmy swiadkami obecnie, nie charakteryzuje sie brakiem
waznych oraz interesujgcych probleméw poznawczych, ale stanowi dobry punkt
wyjscia do formutowania nowych nierozwigzanych problemow, na gruncie bogatej
wiedzy z obszaru fizyki bton lipidowych oraz w oparciu o ogromny bagaz doswiadczen.
W mojej ocenie, do tego typu badan wpisuje sie wtasnie praca doktorska pani
mgr Agaty Bogdal, w ramach ktérej postawiono sobie za cel uzyskanie cennych
informacji dotyczacych frakcji wody zwigzanej w dwuwarstwach formowanych
z fosfatydylocholiny, poddawanych liofilizacji. Wobec faktu, iz procedura taka stanowi
czestg praktyke nie tylko w trakcie badan laboratoryjnych, ale réwniez przy formowaniu
wielu preparatéw farmaceutycznych, prace doktorska postrzegam nie tylko jako

interesujgca, ale rowniez aktualng i wazna.

Praca doktorska wykonana zostata w Zaktadzie Fizyki Medycznej Instytutu
Fizyki Uniwersytetu Jagielloriskiego, na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej, pod kierunkiem prof. dr. hab. Huberta Haranczyka. Rozprawa doktorska
zredagowana zostata w jezyku polskim, na 146 stronach standardowego
maszynopisu, w oparciu o standardowy, optymalny w moim odczuciu uktad formalny.
Po streszczeniach, zamieszczonych w jezykach polskim i angielskim, oraz spisie
tresci, czytelnik ma moznos¢ zapoznania sie z krétkim wprowadzeniem, stanowigcym
niejako przewodnik po dalszych stronicach rozprawy. W ramach ,Wprowadzenia”
sformutowane zostaty rowniez cele projektu doktorskiego, wiec ich umiejscowienie
w tym obszarze tezy doktorskiej wydaje sie logiczne i wtasciwe. Osobiscie, nie
odczutem braku zestawienia stosowanych skrotow i oznaczehn na poczatku lektury
pracy, chociaz spodziewam sie, ze oczekiwania czytelnikow w tym zakresie mogg by¢
rézne. Prezentacja czesci eksperymentalnej projektu doktorskiego w ramach rozprawy

poprzedzona zostata ,Wstepem” (rozdziat 1.) zredagowanym na zasadzie przeglgdu



literaturowego wprowadzajgcego czytelnika w zagadnienia zwigzane bezposrednio
z btonami biologicznymi oraz ich sktadnikami molekularnymi, w szczegdlnosci
z zagadnieniami dotyczacymi wifasciwosci strukturalnych oraz dynamicznych
dwuwarstw lipidowych. Druga grupa zagadnien, wyjgtkowo obszernie i szczegdtowo
zaprezentowana w ramach czesci wstepnej, dotyczy bezposrednio stosowanych
w ramach realizacji projektu doktorskiego technik eksperymentalnych, poczgwszy od
Sposobu rejestracji oraz opisu matematycznego kinetyk hydratacji i izoterm
sorpcyjnych az do metody spektroskopii absorpcyjnej w obszarze IR (FTIR) oraz,
przede wszystkim, techniki magnetycznego rezonansu jgdrowego. W moim odczuciu,
tresci dotyczagce bezposrednio NMR zredagowane sg na tyle obszernie, klarownie
I precyzyjnie, iz mogg stanowi¢ bardzo cenne zrodto wiedzy nie tylko studentom ale
rowniez adeptom nauki. W ramach rozdziatu 2. pt. ,Materiaty i metody” szczegoty
dotyczgce wykorzystanych odczynnikéw, przygotowania probek oraz zastosowanych
procedur pomiarowych zaprezentowane zostaty w zgodzie ze standardami opracowan
naukowych, tak aby analogiczne eksperymenty powtérzone byé mogty w innych
laboratoriach. Najwazniejszg czescig rozprawy, stanowigcg jej rdzen a zarazem
stanowigcg o wysokim poziomie naukowym, sg ,Wyniki’ przedstawione w ramach
rozdziatu 3. Rozdziat ten zredagowany zostat w oparciu o podstrukture odpowiadajgcg
poszczegbdlnym zadaniom eksperymentalnych realizowanym w ramach projektu
doktorskiego. Badaniom poddawane byty liofilozowane a nastepnie poddane
procesowi rehydratacji liposomy wielowarstwowe formowane z trzech lipidow z grupy
fosfatydylocholin, charakteryzujgce sie tancuchami alkilowymi o réznej dtugosci oraz
0 roznym stopniu nienasyconosci: DPPC, POPC oraz DOPC. Wsrod badanych
probleméw byly, miedzy innymi, analizy kinetyki hydratacji membran z fazy gazowe;,
pomiary sygnatu zaniku swobodnej precesji *H-NMR oraz pomiary i analizy widm *H-
NMR w domenie czestotliwosci. Uzyskane rezultaty poddane zostaty dyskus;ji
w ramach rozdziatu 4. pt. ,Dyskusja wynikdw”, zas najwazniejsze rezultaty zestawione
zostalty w ramach rozdziatu 5. pt. ,Whnioski”. W moim odczuciu, zestawienie to

odpowiada w petni przedstawionym w rozprawie wynikom badan i wyptywa



z przeprowadzonej dyskusji. Rozprawe zamyka tabela prezentujgca wartosci

dopasowania parametrow sygnatu swobodnej precesji 'H-NMR, zestawienie 117

pozycji cytowanego pismiennictwa, w ramach rozdziatu zatytutowanego ,Bibliografia”,

spisy ilustracji i tabel oraz zestawienie dorobku naukowego Doktorantki. W mojej

ocenie, do najbardziej interesujgcych z poznawczego punktu widzenia rezultatow

projektu doktorskiego zaliczy¢ mozna:

1. Wykazanie, na podstawie kinetyk hydrataciji, istnienia co najmniej trzech
grup czgsteczek wody zwigzanych z liofilizowanymi btonami
wyeksponowanymi na Srodowisko gazowe zawierajgce pare wodng

2. Charakterystyka dynamiczna frakcji czgsteczek H20 w wielowarstwach
lipidowych w oparciu o analize sygnatu zaniku swobodnej precesji 1H-
NMR

3. Wykazanie skokowych zmian strukturalnych dwuwarstw lipidowych

w wielowarstwach, obserwowanych w zaleznosci od stopnia uwodnienia.

Analizowana rozprawa doktorska jest rowniez w mojej ocenie opracowaniem

spetniajgcym wysokie standardy edytorskie. W oparciu o lekture rozprawy, mogtbym

zaproponowac Doktorantce nieliczne modyfikacje. Oto ich kréotka lista:

1.

Str. 29, 2. wiersz od dotu: zamiast “we fibroblastach” raczej ,w fibroblastach”

2. Str. 34., opis Rysunku 11.: zamiast fazy Lg powinno by¢ Lg

Str. 35., opis formowania bton typu BLM: roztwor lipidow zwykle nanosi sie

na otwor teflonowy umieszczony w fazie wodnej nie zas w powietrzu

. Str. 74., 1. wiersz od gory: proponuje widma ,rejestrowane” zamiast

,Zbierane”
Str. 74., 2. wiersz od gory: proponuje ,monokrysztat ATR” zamiast

,akcesorium ATR”

. Str. 76., w tytule: proponuje ,ostabionym catkowitym odbiciu” w miejsce

Ltumionym catkowitym dobiciu”.



Tak obszerne i wieloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozprawe
doktorskg pani mgr Agaty Bogdat, porusza wiele interesujgcych watkow wnoszac
wiele cennych informacji i rozbudzajgc jednoczesnie ciekawosc¢ poznawczg. Wyrazem

tego mogqg by¢ nastepujgce pytania:

1. Wielowarstwowe liposomy poddane liofilizacji poddawane byly nastepnie
uwadnianiu w temperaturze pokojowej, co oznacza, iz w przypadku struktur
formowanych z DPPC badane obiekty znajdowaty sie w fazie usztywnionej,
ponizej gtbwnego przejscia fazowego, w odroznieniu od POPC oraz DOPC.
Czy zdaniem Doktorantki efekt ten moze mie¢ wptyw na obserwowane

charakterystyki?

2. Widma FTIR zarejestrowane w obszarze charakterystycznym dla drgan
rozciggajgcych estrowej grupy karbonylowej lipidéw (Rysunek 69, str. 115,
prawy panel) pokazujg, moim zdaniem, bardzo interesujgcy efekt zamiany
intensywnosci pasm ze szczytami w okolicach 1730 cm™ oraz 1650 cm*
w zalezno$ci od czasu uwadniania. Czy mozliwym jest, iz efekt ten
reprezentuje wigzanie czgsteczek H20 na drodze formowania wigzania

wodorowego z grupg C=07?

3. Interpretacja rezultatbw przedstawionych przez Doktorantke na str. 123
wprowadza bardzo interesujgca koncepcje formowania kawern
w strukturach bton lipidowych. Ciekaw jestem, czy istniejg jakie$ bardziej
bezposrednie metody fizyczne umozliwiajgce potwierdzenie istnienia takich

struktur? Moze technika anihilacji pozytonow?



Konkluzja

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzié, iz pani mgr Agata Bogdat
przedstawita bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach
precyzyjnych zadan badawczych realizowanych w oparciu o szereg nowoczesnych
metod instrumentalnych. Doktorantka doskonalita swoéj warsztat naukowy w realizacji
wielu projektow naukowych, ktérych rezultatem sg artykuty naukowe publikowane
z Jej wspotautorstwem w specjalistycznych czasopismach miedzynarodowych.

Moim zdaniem, przedstawiona przez panig mgr Agate Bogdat rozprawa
doktorska zawiera rozwigzania waznych oraz aktualnych probleméw naukowych,
wnosi do nauki $wiatowej znaczgcy postep, spetniajgc tym samym wymagania
stawiane w postepowaniach doktorskich, czynigc zados¢ warunkom okreslonym
w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016 r. poz. 882). W zwigzku z powyzszym, wnosze
0 dopuszczenie pani mgr Agaty Bogdat do kolejnych etapow postepowania o nadanie

stopnia naukowego doktora, w szczegdélnosci do publicznej obrony.
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