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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Marii Janikowskiej-Sagan
»Oddzialywanie digitoniny z cholesterolem blony komdérkowej -

badania fizykochemiczne i modelowanie teoretyczne”

Intensywny rozwo] nauk medycznych stymuluje ciagle poszukiwania nowych lekow o
nieznanych dotychczas mechanizmach dziatania i zwiazanej z nimi budowie molekularnej. Jest to
spowodowane, z jednej strony, rosngca roznorodnoscia chordb i zaburzefi funkcjonowania
organizmu ludzkiego, na ktére medycyna prébuje coraz lepiej odpowiadaé. Z drugiej strony,
potrzeba poszukiwania nowych terapeutykéw i substancji bioaktywnych wynika ze znanego
zjawiska nabywania wielolekoopornodci przez kliniczne szczepy bakterii. Szczegdlng grupe
struktur chemicznych o duzej aktywnosci biologicznej stanowig liczne zwiazki pochodzenia
naturalnego, wsréd nich saponiny. Sa to amfifilowe glikozydy, naturalnie wystepujace w
bakteriach, niektorych organizmach morskich, a szczegélnie w rodlinach. Aktywnosé tych
zwigzkéw wynika bezposrednio z ich amfifilowej budowy molekularnej, ktéra umozliwia im
roznorodne oddziatywanie z dwuwarstwami lipidowymi komérek. Recenzowana przeze mnie
rozprawa doktorska prezentuje badania fizykochemiczne, ktérych celem byt opis oddzialywania
dwoch saponin steroidowych, digitoniny (Dig) i ginsenozydu Rh2 (Rh2), z modelowymi mono- i
dwuwarstwami lipidowymi. Ze wzgledu na potencjalne praktyczne wykorzystanie wynikéw tych

badan temat rozprawy jest interesujacy i wazny nie tylko poznawczo, ale réwniez aplikacyjnie.

Rozprawa liczy ok. 120 stron, przy czym jej zasadnicza czg$é sklada sie z pieciu
rozdzialéw. Rozdziat pierwszy obejmuje krotkie wprowadzenie i sformutowanie celu pracy. Cel ten
byt trojaki. Po pierwsze, bylo nim poznanie mechanizmu oddziatywania Dig z dwoma sterolami,
mianowicie z cholesterolem (Chol) i diosgening (Dios), ktéra réwniez jest steroidowa saponing.
Uzycie Dios miato na celu okreslenie roli tancucha alifatycznego Chol w oddziatywaniach z Dig.
Drugim celem bylo eksperymentalne zbadanie wplywu Dig i Rh2 na modelowe btony biologiczne,

ktore stanowily jednowarstwowe liposomy utworzone z réwnomolowych mieszanin
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fosfatydylocholiny (ePC) i sfingomieliny (SM), z dodatkiem lub bez dodatku Chol. Ostatnim celem

badan byl opis oddziatywania Dig z monowarstwami lipidowymi o skladzie bardziej
przypominajacym btony komoérkowe, utworzonymi z réwnomolowej mieszaniny POPC i SM, z

dodatkiem lub bez dodatku Chol.

Rozdziat drugi, o tytule ,,Cze$é literaturowa” i objetosci 37 stron, zawiera najwazniejsze
informacje wprowadzajace w problematyke rozprawy i przydatne do lepszego zrozumienia metod
badawczych stosowanych przez Autorke. W rozdziale tym przedstawiony jest opis blony
komorkowej, czterech rodzajéw lipidéw, trzech saponin, modelowych mono- 1 dwuwarstw
lipidowych, a takze kilku metod wykorzystanych w badaniach. Sa to metody pomiaru cisnienia i
potencjatu powierzchniowego monowarstwy, dynamiczne rozpraszanie $wiatta, spektroskopia

fluorescencyjna, a takze trzy metody obliczeniowe: teorii funkcjonatu gestosci, teorii atomow w

czasteczkach oraz dynamiki molekularnej (MD). Jak mozna wywnioskowaé z tego zestawienia,
Autorka zastosowala w swoich badaniach réznorodne metody, zardwno teoretyczne jak i

eksperymentalne, co bardzo dobrze $wiadczy o jej warsztacie naukowym.

Niestety w réwnaniach pojawiajacych si¢ w tej czgsci rozprawy znajduje sig szereg bledow i

niescistosci. Ponizej pozwolilem sobie wymieni¢ najwazniejsze z nich.

1. W réwnaniu 2.6 zmienna @ nie zostala zdefiniowana.

2. W réownaniach 2.6 oraz 2.7 przyrownane sa wielkosci wektorowe i skalarne.

3. W rownaniu 2.15 m.in. pominieta zostala przenikalnosé elektryczna.

4. W réwnaniu 2.20 podany jest bledny wspotezynnik ,, 47 zamiast ,,27”.

5. W rownaniu 2.27 ,,.Z,” nie oznacza liczby atomowej, lecz tadunek jadra atomowego.

6. W rownaniu 2.31 wystepuje nieopisana wielkosé ,,E(B%)”, ktora prawdopodobnie miata oznaczaé

SE(BY,.
7. W réwnaniu 2.32 ,,Vp(r)”, gdzie p(r) jest gestodcia elektronowa, nie jest ,,powierzchnig”.

8. W réwnaniu 2.33 brak skladnika opisujacego odpychanie Borna, poniewaz wbrew opisowi w
punkcie 4 na stronie 29 oddzialtywania van der Waalsa nie ,zapobiegaja przed zblizeniem si¢

atoméw na odleglto$é mniejsza niz suma ich promieni van der Waalsa”.

9. Réwnanie 2.38 powstaje przez sumowanie, a nie odejmowanie, réwnan 2.36 1 2.37.



10. W rownaniu 2.39 czynnik Y2 zostal zamieniony na znak ,.—”.

W rozdziale drugim wystepujq ponadto stosunkowo liczne, drobniejsze naduzycia. Np. w
rownaniach 2.7 i 2.8 niepotrzebnie uzyte sg nawiasy kwadratowe. Pole silowe nie opisuje energii
potencjalnej w przestrzeni 3N-6-wymiarowej, lecz w przestrzeni 3 N-wymiarowej. Radialna funkcja
gestosci mierzy liczbe molekul w cienkiej powloce sferycznej o grubosci Ar, a nie ,,w pierScieniach
o przekroju Ar”. Nie brak niezbyt szczesliwych zwrotow czy trudnych do zrozumienia zdan, np.
zamiast wyrazu ,.speckle”, ktory dotychczas nie przyjal sig chyba formalnie w jezyku polskim,
poprawniej byloby uzy¢ ,plamki”. Razi tez zamienne uzycie wyrazow ,hesjan” i ,Hessjan” dla
wyrazenia tego samego pojecia. ,,Rownowagowanie” nie jest chyba poprawnym slowem w j.
polskim, nalezaloby uzy¢ ,réwnowazenie”. Zamiast ,,gradient obliczony z energii wynosi 'zero'
poprawniej byloby, jak sadze, uzy¢ sformulowania ,.gradient energii jest réwny zeru”. Brak
mozliwosci przeprowadzenia reakcji chemicznej nie jest wada pol sitowych, lecz raczej
mankamentem samej metody klasycznej MD. Stata Boltzmanna jest oznaczona na str. 1 jako ,,k”,
natomiast na dalszych stronach jako ,,kz”. Niekonsekwentne jest tez uzycie notacji wektorowej. W
wiekszosci rownan zawierajacych wektory sa one oznaczone tlusta czcionka, ale np. w réwnaniu

2.32 i w tekscie ponizej tego rOwnania sg one oznaczone strzalka.

Rozdzial trzeci rozprawy, pt. ,Material badawczy 1 metody”, prezentuje szczegoly
stosowanych materialow 1 metod eksperymentalnych. Generalnie opisy zawarte w tej czgsei
rozprawy sg napisane klarownie i wyczerpujgco. W sekeji 3.1 mojq uwage zwrécita jednak bardzo
niska czystos¢ Dig (66%). Jakie byly pozostate skladniki tego preparatu i czy ich obecnos¢ mogla
wplyna¢ na uzyskane wyniki eksperymentalne? Czy nie bylo potrzeby, czy tez mozliwosci
uzyskania Dig o wyzszej czystosci, nawet w ramach wlasnego laboratorium? W drugiej czesci
rozdzialu Autorka podata najwazniejsze informacje potrzebne do odtworzenia obliczen kwantowo-
chemicznych oraz symulacji MD. Dwa szczegoly budza w tym zakresie mdj niepokdj. Pierwszy
dotyczy modelu TIP3P molekuly wody uzytego w symulacjach MD. Jak Doktorantka podaje na str.
33, model ten nie odtwarza poprawnie ani radialnej funkcji rozkladu, ani napiecia
powierzchniowego wody. Dlaczego wige wybrano ten wiasnie model wody, skoro przedmiotem
badan byla radialna funkcja rozkladu i adsorpcja z roztworéw wodnych, zalezna od napigcia
powierzchniowego na granicy migdzyfazowej? Druga kwestia dotyczy rownowazenia ukladow
symulowanych metoda MD. W rozdziale trzecim, podobnie jak w pozostalej czesci rozprawy, nie
znalaztem Zadnej informacji o stosowaniu jednoznacznego kryterium, ktére pozwalalo na wybdr
odpowiedniego czasu rownowazenia badanych uktadéw. Czy takie kryterium bylo stosowane, jesli

tak to jakie?



W rozdziale czwartym, niezbyt trafnie zatytutlowanym ,,Wyniki pomiaréw”, Autorka

zamiescita wyniki eksperymentalne i teoretyczne swoich badaf. Rozdziat ten ma 56 stron i stanowi
najwazniejsza czes¢ rozprawy. Adekwatnie do celu badan opisanego w rozdziale pierwszym,
mozna tutaj wyr6zni¢ trzy zasadnicze czedei. Czesé pierwsza (sekcje 4.2 i 4.3) prezentuje wyniki
badaf oddzialywania Dig z monowarstwami Chol i Dios. W czgsci drugiej (sekcje 4.4 i 4.5)
zawarte zostaly wyniki badan nad wplywem Dig i Rh2 na dwuwarstwy lipidowe ePC + SM oraz
ePC + SM + Chol. Natomiast cz¢$¢ trzecia (sekcja 4.6) obejmuje wyniki badaf oddziatywania Dig
z monowarstwami lipidowymi POPC + SM oraz POPC + SM + Chol.

Opis badan zawarty w tym rozdziale jest skondensowany i zawiera wiele ciekawych
wynikow oraz, na ogét trafng, ich interpretacje. Nie kwestionujac ogdlnej wartosci tych rozwazan
wydaje mi si¢ jednak, ze niektére wnioski nie sa wystarczajaco dobrze uzasadnione i moga byé
nieuprawnione. Mam tu na mysli przede wszystkim czgd¢ wnioskéw opartych na wynikach
symulacji MD. Jak wiadomo, w celu otrzymania wiarygodnych informacji numerycznych
konieczne jest odpowiednie wstepne zréwnowazenie symuloWanego uktadu. W przeciwnym razie
moze si¢ okaza¢, ze otrzymane wyniki odnosza sie do pewnego stanu przejsciowego, ktdry
znaczaco rozni si¢ od ukladu eksperymentalnego. W sekeji 4.2.2 Autorka podaje, ze po zlozeniu
ukladéw byly one réwnowazone przez 35 ns przy stosunkowo duzej, stalej powierzchni
czasteczkowej 0.55 nm’. Nastepnie uklady te byly kompresowane do statych ci$nieh
powierzchniowych 15, 25 lub 35 mN/m. Czy tak. przygotowane ukiady mozna uznaé za

Zrownowazone?

W rozprawie brak informacji nt. czasu trwania tej kompresji, ale z oczywistych wzgledéw
musiata ona trwaé stosunkowo krétko, by¢ moze 100 ns. Doktorantka nie podaje takze wielkosci
zmian powierzchni, ktére towarzyszyly kompresowaniu ukladéw. Uwzgledniajac stezenie Dig w
symulacjach (ok. 10 mM) mozna jednak oszacowaé, na podstawie wynikéw eksperymentalnych na
rys. 4.2A 1 4.2C, ze wzgledne zmiany powierzchni byly rzgdu 0.1. Dzielac wielkosé wzglednych
zmian powierzchni przez czas ich wytworzenia dostajemy astronomicznie duza predkosé kompresji
rzgdu 10° Hz. W celu wiasciwej oceny tej wielkosci pozwolg sobie poréwnaé jg z wartoscia
stosowang w eksperymentach. Jak podaje Autorka w sekeji 3.2.1, maksymalna predkosé kompresji
monowarstwy wynosita 5 mm/min., co przy dhigogci warstwy rzedu 10 cm daje predkosé
kompresji rzedu 10° Hz. Tak wiec predkosé kompresji w symulacjach jest o dziewieé¢ rzedow
wielkosci wigksza niz w eksperymencie. Wydaje si¢ wobec tego oczywistym, ze po kompresji
symulowane ukfady byly dalekie od rownowagi. Czy mogly ja uzyskaé po kolejnych 50 ns
wstepnej symulacji?



V————"“

W celu odpowiedzi na to pytanie warto poréwnac czasy roéwnowazenia warstw o stalej
powierzchni. Doktorantka podaje w sekeji 4.3.2 czas rownowazenia przed symulacja réwny 50 ns,
natomiast w sekcji 3.2.1 czas réwnowazenia przed pomiarem 10 min. Czas réwnowazenia
monowarstwy w symulacjach byl wigc o dziesig¢ rzedéw wielkosei krotszy niz w eksperymencie.
Wydaje mi si¢ wigc malo prawdopodobnym, aby uklady symulowane przy stalej powierzchni byly
zrownowazone. Co wigcej, jak podaje Autorka na stronach 52-53, pomiary prowadzone dla stezenia
Dig 65 pM dawaly powtarzalne wyniki dopiero po uprzednim wykonaniu dwéch cykli kompresji-
dekompresji monowarstwy. Sugeruje to, ze przy stezeniach Dig wickszych niz 0.1 mM czas
dochodzenia ukfadu do réwnowagi moze by¢ wielokrotnie dluzszy niz 10 min. W $wietle tych
oszacowan wydaje mi si¢ wigc réwniez malo prawdopodobnym, aby uklady symulowane przy

stalym ci$nieniu byty zroéwnowazone.

Nie chcialbym, aby moje uwagi w tym zakresie zostaly potraktowane jako ostateczna,
autorytatywna ocena wykonanych symulacji, lecz raczej jako rodzaj wskazéwki metodologicznej
do dalszych badan. Autorka nie podaje, jak zaznaczylem juz wczesniej, czy i jakie kryterium
zastosowala do oceny zrdwnowazenia swoich ukladéw. Cieszylbym sie, gdyby powyzsze
oszacowania pomogly jej doceni¢ znaczenie stosowania odpowiedniego kryterium tego typu w
przyszych symulacjach. Moze warto tez zastosowaé bardziej zaawansowane metody
rownowazenia uktadow, np. wymiang replik. W kazdym razie wnioski wyciagane w pracy na temat
adsorpcji Dig i Rh2 przy monowarstwach, w szczegdlnosci dotyczace penetracji hydrofobowych

czg$ci tych saponin w glab monowarstwy, wydaja mi si¢ niewystarczajaco uzasadnione.

Do niewdzigcznej roli recenzenta nalezy niestety wytkniccie rozmaitych mankamentow
ocenianej pracy, dlatego jestem zmuszony wymienié réwniez szereg innych, stosunkowo

nieistotnych brakéw i niescistosci zauwazonych w rozdziale czwartym.

1. Krzywe przedstawione na rys. 4.2A i 4.2B dla stezenia Dig 6.5 pM nie wydaja si¢ sobie
odpowiada¢ — maksimum krzywej na rys. 4.2B powinno wystapié¢ przy cisnieniu ok. 20 mN/m, a

nie ok. 35 mN/m.

2. Wartoscei cisnienia i powierzchni w punkcie zatamania dla monowarstwy Chol i stezenia Dig
0.65 uM podane w tekscie i Tab. 4.1 nie odpowiadajg wartoéciom podanym na wykresie 4.2A

(krzywa czerwona).

3. Wartosci cisnienia w punktach zatamania dla monowarstwy Dios i stgzen Dig 0 oraz 0.65 pM

podane w tekscie i Tab. 4.1 nie s zgodne z tymi na wykresach 4.2C (krzywe czarna i czerwona).



4. W dyskusjach nt. rozkladu kata nachylenia molekut kilkukrotnie pojawia si¢ okreslenie

,$rednio”, ,,wiekszosé czastek™, czy ,.czastki” w odniesieniu do maksimum tego rozkladu, chociaz

w kilku przypadkach uzyto poprawnego okreslenia ,,najczescie]”.

5. Badania przy statej powierzchni przeprowadzono dla powierzchni 0.45 nm? / molekule, przy
czym Autorka podaje, ze woéwczas monowarstwy Chol i Dios znajduja si¢ w fazie ciekle;
skondensowanej (100 < C,' < 250). Jednak z wykresow na rys. 4.2 wynika, ze przy tej powierzchni

cisnienie jest rzedu 1 mN/m, co odpowiada wartosei Cy' < 100.

6. Sadzac z rozrzutu punktéw (zaledwie siedmiu) na wykresie 4.13D wydaje mi si¢ mato
prawdopodobnym, aby cinienie wysycenia monowarstwy, wyznaczone przez ekstrapolacj¢ tego
wykresu, mozna bylo okredlié z dokfadnoscia trzech cyfr znaczacych, jak podano w ostatnim

paragrafie sekcji 4.3.1.

7. Kolory czerwony i czarny na wykresach rys. 4.19A wydaja si¢ zamienione ze soba. Podobnie na

rys. 4.22A w przypadku monowarstw Chol.

8. Brak opisu oznaczenia ,,***” na rys. 4.23.

9. Brak opisu osi poziomej ,,DIG [pM]” oraz ,,Rh2 [uM]” na rys. 4.24.
10. Brak opisu koloréw krzywych na rys. 4.28.

11. Podane w sekcji 4.6.1 wartosci ci$nienia i powierzchni odpowiadajace zalamaniu monowarstw
nie odpowiadaja wykresom na rys. 4.28. Podobnie maksymalna warto$¢ wspétezynnika C;' dla

uktadu z Dig (krzywa czerwona).

12. Wystepuja rozbieznosci miedzy warto$ciami asymptotycznymi ci$nien podanymi w tekscie i na

rys. 4.29.
13. Brak opisu koloru krzywych na rys. 4.35.

14. Niezgodnosé powierzchni czasteczkowej i maksymalnych warto$ci wspélczynnika Cs' w

tekscie sekeji 4.6.2 oraz na rys. 4.35.
15. Brak opisu koloru krzywych na rys. 4.42.

Jak jednak wspomnialem powyzej, uwazam te niedoskonatosci za mato znaczace, poniewaz
maja one charakter pomylek. Szkoda, ze sq one stosunkowo liczne, bo przez to rozprawa znacznie

traci na czytelnosci i jest trudniejsza do praktycznego wykorzystania.



Ostatni, piaty rozdzial zasadniczej czgsci rozprawy zawiera dwanascie wnioskOw oraz
bibliografie w liczbie 148 publikacji. Niektore ze stwierdzefi we wnioskach wydajg si¢ dos¢
oczywiste i trudno z nimi polemizowa¢. Do takich nalezy penetracja hydrofobowej czesci Dig do
wnetrza monowarstwy lipidowej, odnotowana we wniosku drugim. Sg tez takie wnioski, ktore
wydaja sie sprzeczne z intuicja i moim zdaniem, jak staralem sig¢ uzasadni¢ powyzej, powinny
zostaé poddane dalszej weryfikacji. Wymienitbym tutaj przede wszystkim stwierdzenie zawarte we
whiosku dziewiatym, ze cze$¢ aglikonowa Dig nie penetruje do wnetrza monowarstw POPC + SM.
7e wzgledu na stosunkowo duze momenty dipolowe hydrofilowych gléw tych surfaktantow
penetracja hydrofobowej czgéci Dig do wnetrza takiej monowarstwy wigze sie¢ z pokonaniem
stosunkowo wysokiej bariery energetycznej. Dlatego symulacje takiego uktadu moga wymagac
szczegblnie dlugiego czasu lub racze] zastosowania technik bardziej zaawansowanych niz
klasyczna MD. Niewatpliwie jednak wiele sposrod otrzymanych wynikéw i przeprowadzonych
analiz poglgbia znaczaco nasza wiedze nt. oddziatywania Dig i Rh2 z warstwami lipidowymi.
Moga one okazaé sig szczegOlnie przydatne w badaniach biologicznych z wykorzystaniem saponin,

swiaszcza w odniesieniu do blon komérkowych.

Podsumowujac uwazam, ze Autorka zgromadzifa i opracowala interesujacy material o
duzym znaczeniu poznawczym, €O pozwolito jej w znacznym stopniu zrealizowa¢ zalozony cel
badai. Rozprawa zawiera elementy nowosci naukowej, o czym $wiadczy fakt opublikowania
otrzymanych wynikéw w dwoch renomowanych czasopismach naukowych. Jednym z
wazniejszych osiagnigé jest préba zastosowania metod chemii kwantowej i klasycznej MD do
ilosciowego opisu oddziatywania migdzy molekulami Chol i Dig. Warto zauwazy¢, ze oprocz
publikacji zwigzanych z rozprawa Doktorantka jest wspotautorka dwéch innych artykutow w
czasopismach o wysokim wspotczynniku IF, a takze wspétautorka szesciu wystapien
konferencyjnych. Przedstawione przeze mnie uwagi krytyczne nie wptywaja na ogolna dobrg oceng
pracy doktorskiej p. Marii Janikowskiej-Sagan. Stwierdzam, ze dysertacja speinia wymogi
formalne i merytoryczne stawiane pracom doktorskim w odnosnej Ustawie. Wnioskuj¢ o

dopuszczenie Kandydatki do stopnia doktora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lot



