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pt. ,Badanie oddzialywania bialek wiazacych barwniki karotenoidowe z blonami
lipidowymi w ukladach modelowych™

Karotenoidy to zolto-pomaranczowe barwniki pochodzenia glownie roslinnego.
pelniace w Swiecie roslin i zwierzat roznorodne wazne biologicznie funkcje. Dzigki silnym
wlasnosciom absorpcyjnym w  zakresie Swiatla niebieskiego. pelnig role barwnikow
antenowych u organizmow fotosyntetyzujacych, gdzie takze chronia aparat fotosyntetyczny
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Rola ochronna tych barwnikow nie jest ograniczona do
organizmow roslinnych. Ich zdolnos¢ gaszenia wzbudzonych stanow trypletowych oraz tlenu
singletowego, a takze zmiatania wolnych rodnikoéw wykorzystywana jest powszechnie.
Szczegdlnie istotna wydaje sig by¢ ich ochronna rola w siatkowce oka. gdzie dwa dostgpne w
diecie karotenoidy - ksantofile luteina i zeaksantyna, gromadzone sa w wyjatkowo wysokich
stgzeniach. Przypuszcza sig, ze ich obecnos¢ w centralnej czgscei siatkowki oka ludzkiego —
plamce zottej (macula lutea) zapobiega rozwojowi zwiazanej z wiekiem degeneracji plamki
zoltej, czyli AMD. Nie wiadomo jednak do konca, jaka jest dokladna lokalizacja tych
karotenoidow w komorkach siatkowki. Trwa dyskusja na temat, czy. jako zwiazki o
charakterze hydrofobowym. zlokalizowane sa one bezposrednio w lipidowe] czesei blon
komorkowych. czy tez zwigzane sa ze specyficznymi biatkami w postaci kompleksow. Z
siatkowki oka wyizolowano kompleksy zeaksantyny z biatkiem GST (S-transferaza
glutationowa)., a dokladnie z jego izoforma Pi. Nie wiadomo jednak. czy GST jedynie
transportuje zeaksantyng do komorek siatkowki. czy tez kompleks GST-zeaksantyna
pozostaje w niezmienionej postaci w btonie komorkowej pelniac tam funkcje ochronne.
Intrygujace jest tez to, ze sposrod wielu karotenoidow obecnych w diecie, a nastgpnic
transportowanych we krwi, tylko dwa — ksantofile luteina i zeaksantyna docieraja do
siatkowki.

Wilasnie tym ciekawym i waznym zagadnieniom poswigcona jest praca doktorska mgr
Emilii Reszczynskiej, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa Gruszeckiego w
Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki UMCS oraz w Zakladzie Biofizyki Instytutu Biologii i
Biochemii UMCS. W pracy Doktorantka podjeta badania nad oddzialywaniami trzech
karotenoidow: [B-karotenu, luteiny oraz zeaksantyny z dwoma biatkami — GST i albuming
wolowg (BSA), typowym biatkiem transportowym, a nastgpnie nad oddzialywaniem
powstatych kompleksow karotenoidowo-biatkowych z blonami lipidowymi. W punkcie
omawiajacym szczegotowe cele pracy zawarto rowniez informacjg o zastosowanych w pracy



technikach. Organizacja molekularna kompleksow karotenoidowo-biatkowych badana byla z
zastosowaniem technik spektroskopowych: absorpcji UV-Vis, FTIR i dichroizmu kolowego
(CD). a oddzialywanie tych kompleksow z blonami lipidowymi i ich wbudowywanie si¢ do
blon technikami monowarstw Langumir-Blogdet’a i FTIR oraz BLM.,

Praca doktorska mgr Reszczynskiej ma forme typowej rozprawy. liczy 95 stron
maszynopisu, zawiera 49 rysunkow i 4 tabele. Cytowane pismiennictwo obejmuje 91 pozycii.
Wigkszos¢ przedstawionych w rozprawie wynikéw znalazla si¢ w pracy ..Carotenoid binding
to proteins. Modeling pigment transport to lipid membranes™, opublikowanej w 2015 roku w
czasopismie Arch Biochem Biophys, gdzie Doktorantka jest pierwsza autorkg. Opublikowanie
wynikow w poczytnym biofizycznym czasopismie naukowym niewatpliwie $wiadczy o
waznosci tych wynikow, a bycie pierwszym autorem o istotnym wkladzie Doktorantki w ich
uzyskanie i interpretacj¢. Rozprawa podzielona jest na 8 rozdzialow: trzy pierwsze zajmujace
31 stron tworza wstgp teoretyczny stanowiacy wprowadzenie w tematyke pracy i
uzasadniajacy jej podjecie. Rozdziat 1 pt: ,,Bialka™ jest wg mnie napisany troch¢ chaotycznie.
Bardzo ogdlne 1 wreez ksiazkowe informacje na temat bialek mieszaja si¢ ze szczegdtowymi,
ale wybiorczo potraktowanymi opisami bialek GST i BSA. Niektore fragmenty sprawiaja
wrazenie niepoltaczonych ze soba ani niestanowiacych logicznej calosci, co utrudnia odbior
tekstu. Odnies¢ mozna wrazenie, ze zostaly nie do konca poprawnie przetlumaczone na jezvk
polski. w niektorych zdaniach brakuje orzeczenia albo zdania pozostaja niedokonczone. Mam
tez pewne zastrzezenia co do strony formalnej, np. brakuje punktu 1.1 a od razu pojawia sig¢
punkt 1.2, czy tez wg. spisu tresci rozdzial ten powinien pojawic si¢ na stronie 11, a jest na
12. Zamiast ..ilos¢™ w odniesieniu do struktur biatkowych powinno si¢ uzy¢ stowa ..liczba™,
zamiast ,,plazma” — polskiego stowa ,.0socze™, a zamiast ,.serum”™ — _.surowica” itp. Na stronie

17 znalazlo si¢ kilka niejasnych lub niepoprawnych sformutowan. np.: ....Katalizowania
zredukowanego glutationu..”. .ludzie posiadajacy taki genotyp™, gdzie wczesniej mowa o

populacji gryzoni, itp. Przy tych szczegolowych informacjach o bialku GST brakuje
nawiazania do kluczowego dla pracy zagadnienia oddzialywania GST z karotenoidami i
mozliwych tego oddziatywania konsekwencjach. Rozdzial 2, nawiasem mdwiac z omytkowo
nadanym numerem 1, poswigcony jest karotenoidom. W rozdziale tym omdwiono m.in.
kompleksy tworzone przez karotenoidy z roznymi bialkami, ze szczegdlnym uwzglednieniem
biatka GST. Ten rozdzial napisany jest lepiej. cho¢ i tu Doktorantka nie ustrzegla sig
drobnych btedéw. Rysunek 14 przedstawia np. schemat calego precika. a nie tylko jego
zewnetrznego segmentu, jak sugeruje podpis. Suplementacja luteiny (str. 35) dotyczy calego
organizmu, a nie poszczegdlnych komorek (soczewki). Fagocytowane przez komorki RPE sa
zluszezajace si¢ dyski zewnetrznych segmentdéw fotoreceptorow a nie ich ..czubki”. Ostatni
rozdzial czesci teoretycznej zatytulowany jest ..Blony biologiczne™, ale w rzeczywistosci
tylko poczatek tego rozdzialu opisuje budowe i podstawowa barierowa funkcje blon.
Wigkszos¢ rozdziatu poswigcona jest modelom blony, stad tytul nie odzwierciedla w pehni
tresci rozdzialu. Poniewaz jednym z celow pracy bylo zbadanie oddzialywania kompleksow
karotenoidowo-biatkowych z blonami lipidowymi, podrozdziat ,.Organizacja karotenoidow w
blonach lipidowych™ powinien by¢ zdecydowanie diuzszy. Z uwagi na nieco rézna budowe
chemiczna trzy badane przez Doktorantke karotenoidy roznie lokuja sie w blonach. roznie tez



wplywaja na wilasnosci bton. W kontekscie dzialania ochronnego, jak i tworzenia
potencjalnych kompleksow z biatkami, ich rozna lokalizacja w blonie moze mieé znaczenie.

Opis materialow i metod stosowanych przez Doktorantke, cho¢ niezbyt obszerny. bo
zajmujacy 11 stron, zawiera najwazniejsze informacje umozliwiajace w wiekszosci
przypadkow odtworzenie stosowanych procedur i warunkow doswiadczalnych. W pracy
zastosowano zarowno podstawowe (spektroskopia UV-Vis), jak i bardziej zaawansowane
(FTIR-ATR czy rezonansowa spektroskopia Ramana) techniki biofizyczne. Nie do konca
Jasny jest dla mnie opis techniki tworzenia lipidowych warstw jednoczasteczkowych oraz ich
monitorowania technika FTIR-ATR. Zamieszczony na stronie 48 rysunek 21 obrazuje
przykltadowa izoterme sprezania lipidu EYPC, a nie tworzenie warstwy monomolekularnej w
wanience teflonowej. Odnosnik do rysunku 21 powinien raczej znalez¢ si¢ w dalszej czesci
tekstu, gdzie mowa jest o okreslaniu powierzchni lipidu. Niezbyt fortunnie sformutowano tez
podpis do Rysunku 23 ..Schemat elektryczny pomiarow parametrow BLM”. W podrozdziale
6.6 brakuje mi okreslenia do jakich pomiarow przygotowywane byly biatka i kompleksy
barwnikowo-biatkowe. Brakuje tez informacji. jakie bylo stezenie lipidu EYPC w
sonikowanych liposomach. 7 formalnego punktu widzenia Doktorantka popetnita kolejny
blad w numeracji podrozdzialow — w tekscie znajduja si¢ dwa naglowki z numerami 6.5.
Wynika to zapewne stad, ze do tekstu dopisano podrozdzial ..Rezonansowa spektroskopia
Ramana..”, ktory zapomniano ujac¢ w spisie tresci.

Kolejna czegscia rozprawy doktorskiej mgr Reszezynskiej sa Wyniki. zawierajace
rowniez dyskusje. W moim odczuciu ta czg$¢ rozprawy powinna by¢ nieco dluzsza.
zwlaszcza, gdy porownac ja z czgscia teoretyczna, zajmujaca dokladnie taka sama objetoscé.
Zgodnie z postawionymi sobie celami, mgr Reszczynska podzielita uzyskane wyniki na dwie
grupy — Badania organizacji molekularnej kompleksow karotenoidowo-biatkowych (opisane
w podrozdziale 7.1) oraz Badania oddziatywania kompleksow karotenoidowo-bialkowych z
blonami lipidowymi (podrozdzial 7.2). Efekty oddziatywania karotenoidéw z biatkami
obserwowane byly niejako od dwoch stron: z jednej strony zmiany w widmach absorpcji oraz
w widmach CD B-karotenu, luteiny i zeaksantyny pod wplywem bialek GST i BSA wskazaty
na istnienie oddzialywania migdzy karotenoidami i biatkami., z drugiej strony podobny
wniosek mozna bylo wyciagna¢ obserwujac zmiany w widmach FTIR (pasmo Amid 1)
badanych bialek pod wpltywem karotenoidow. Szczegotowa analiza widm pokazata. ze [3-
karoten wiaze si¢ z bialkami w postaci gldwnie monomerycznej. natomiast luteina i
zeaksantyna moga wiaza¢ si¢ rowniez niespecyficznie z powierzchnia biatek tworzac
molekularne agregaty. Doktorantka poprawnie interpretuje widma w Kontekscie form
monomerycznych i zagregowanych karotenoidow, poswigcajac duzo uwagi rowniez rodzajom
powstatych agregatow. Pisze. ze formy zagregowane powstajace w obecnosci bialek maja
istotne znaczenie w petnieniu funkeji fotoprotekeyjnej dla ludzkiego oka, jednak nie wyjasnia
dlaczego. Wydaje si¢ przeciez. ze formy zagregowane karotenoidow gorzej pelnia role
antyutleniaczy niz formy monomeryczne chocby przez to. ze slabiej wygaszaja tlen
singletowy. W tej pierwszej czgsci brakuje tez wytlumaczenia roznic pomiedzy wartosciami
absorbancji trzech roznych kompleksow karotenoidow z BSA. Na rys 25 wida¢ wyraznie. ze
wartosci absorbancji B-karotenu zwiazanego z BSA sa duzo nizsze niz pozostalych dwoch



karotenoidow. Moze znaczenie dla wiazania karotenoidu z BSA ma brak w czasteczce B-
karotenu polarnych grup hydroksylowych? 7 kolei widma absorpeji uzyskane dla
kompleksow karotenoidow z GST (rys. 26) wskazuja na slabsze oddziatywanie luteiny z tym
bialkiem w stosunku do pozostalych karotenoidow. Ten wynik tez nalezaloby
przedyskutowa¢ w  kontekscie roznic strukturalnych miedzy tymi karotenoidami.
uwzgledniajac obecnos¢ pierscienia € w czasteczee luteiny. W opisie wynikow czesto brakuje
odniesien do zamieszczonych rysunkow, co utrudnia sledzenie toku eksperymentow, np. nie
jest do konca jasne ktorego eksperymentu (i rysunku) dotyczy fragment tekstu na stronie 63.
Podobnie jak w poprzednich rozdzialach, tu rowniez Doktorantka nie ustrzegla si¢ drobnych
bledow. Np. sformulowanie: .Widma dichroizmu kolowego nie wykazuja aktywnosci
optycznej” nie jest poprawne. bo aktywnos¢ optyczna moga co najwyzej wykazywaé zwiazki
chemiczne, a nie ich widma. Podobnie niezbyt zgrabne sa sformutowania: ..Probki poddane
wirowaniu nie usuwaja form zasocjowanych czgsteczek..”, czy tez ..barwnik odwirowuje sig¢
w mniejszej ilosci..”. W drugiej czesei rozdzialu Wyniki opisano oddzialywania bialek 1 ich
kompleksow z karotenoidami z blonami lipidowymi. Na podstawie zmian w widmach FTIR
(Amid [) bialek wnioskowano o stopniu i szybkosci wbudowywania si¢ bialek i ich
kompleksow z karotenoidami do dwuwarstwy lipidowej, z drugiej zas strony. zmiany we
wilasnosciach elektrycznych bton lipidowych (obserwowane dzigki technice BLM) pod
wplywem bialek i1 ich kompleksow rowniez wskazaly na takie oddziatywanie. Na uwage
zastuguje elegancki eksperyment z zastosowaniem rezonansowej spektroskopii Ramana i
ramanowskiego obrazowania mikroskopowego liposomow poddanych dzialaniu kompleksu
zeaksantyna-GST. Zastosowanie lasera o dlugosei fali wzbudzajacej 457 nm pozwolilo
obrazowac jedynie te liposomy, ktore zwigzaly si¢ z kompleksem. co potwierdzilo
bezposrednio wystegpowanie takiego oddzialywania. Oddzialywanie to nie podlega wigc
dyskusji. natomiast co do wniosku o modyfikacji strukturalnych wiasnosci blon przez
kompleksy karotenoidowo-bialkowe nalezaloby by¢ bardziej ostroznym. Badania pokazaly
jedynie, ze zmieniaja si¢ wlasnosci elektryczne blon lipidowych (BLM). co $wiadezy o
wbudowywaniu si¢ w nie kompleksow. Bardzo prawdopodobne jest. ze wlasnosci
strukturalne ulegaja przy tym zmianie. ale jednoznaczne stwierdzenie istnienia takiego efektu
wymagaloby potwierdzenia przy wykorzystaniu innych technik stosowanych w badaniach
strukturalnych wlasnosci blon. Bardzo waznym wnioskiem plynacym z przeprowadzonych
badan jest pokazanie, ze kompleksy karotenoidowo-biatkowe moga przenosic karotenoidy do
fazy lipidowej blon, oraz, ze agregaty karotenoidowe w ten sposob przeniesione mogg w tej
fazie ulega¢ rozpuszczeniu. Podsumowujac ten najwazniejszy rozdzial, uwazam. ze
otrzymane przez mgr Reszczynska wyniki przedstawiajq istotng warto$¢ naukowa. Natomiast
przydataby si¢ bardziej doglebna ich interpretacja i szersza dyskusja w odniesieniu do
literatury, np. w kontekscie wybidrezej akumulacji zeaksantyny i luteiny w siatkowee.

Rozprawg koncza konkretnie sformutowane Wnioski oraz spis pismiennictwa.

Pomimo wymienionych powyzej uwag krytycznych uwazam, ze praca doktorska pani
mgr Emilii Reszczynskiej wnosi istotne informacje na temat tworzenia kompleksow
karotenoidow z biatkami oraz oddzialywania tych kompleksow z blonami. Doktorantka
zrealizowata zasadnicze cele pracy, a uzyskane przez nia wyniki moga poméc wyjasnic



mechanizm transportu barwnikow karotenoidowych do komorek siatkowki oka, a takze
przyczynic¢ si¢ do lepszego zrozumienia ich ochronnej roli. Wart podkreslenia jest rowniez
fakt. ze Pani Reszczynska, bedac doktorantkg na kierunku Biologia. podj¢la sie realizacji
waznego biologicznie tematu z uzyciem specjalistycznych technik biofizycznych.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Emilii Reszezynskiej spelnia
zwyczajowe standardy prac doktorskich z biologii oraz wymogi art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 (Dz. U. Nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami) i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii UMCS o
dopuszczenie mgr Emilii Reszezynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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