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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alicji Sek
»Rola zwiqzkow powierzchniowo czynnych w modyfikacji wybranych

wlasciwosci modelowych blon biologicznych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Alicji Sek zostala
przygotowana w Katedrze Zjawisk Migdzyfazowych Instytutu Nauk
Chemicznych Wydzialu Chemii UMCS pod opieka promotorskg dr hab.
Aleksandry Szcze$, prof. UMCS. Rozprawa zostala przygotowana w postaci
monografii napisanej w jezyku polskim, za$§ wyniki badan w niej
prezentowanych zostaly dotychczas opublikowane w postaci trzech
petnotekstowych artykuléw w czasopismach naukowych o wysokim prestizu i
migdzynarodowym obiegu.

Celem podjetych badan bylo okreslenie wptywu niewielkich stezen
powszechnie stosowanych surfaktantow na modelowe uklady blonowe. W
badaniach wykorzystano zaréwno model jednowarstwowy — monowarstwy
Langmuira, jak i dwuwarstwowy — zawiesiny jednolamellarnych liposomow.
Zgodnie z cytowang przez Doktorantke literatura naukowg monowarstwy
Langmuira oraz liposomy sa najczesciej stosowanymi przez naukowcOw
modelami bton biologicznych. Uklady te jednak sg bardzo czule na obecno$é
substancji powierzchniowo czynnych, ktorych nawet Sladowa obecno$¢ w
aparaturze pomiarowej moze zafalszowa¢ wyniki badan prowadzonych z
wykorzystaniem tych modeli. Z drugiej jednak strony modyfikacja struktury i
whasnosci fizycznych liposoméw w obecnosci niewielkich stezen surfaktantow
moze by¢ skuteczng metodg produkceji preparatéw liposomalnych stosowanych
we wspolczesnej terapii. Dotychczas stosowano surfaktanty gtéwnie na etapie
produkcji liposoméw, natomiast mozliwosci modyfikacji wlasciwosci
fizycznych gotowych liposomow przez surfaktanty nie sg jeszcze wystarczajaco
poznane.

Recenzowana rozprawa liczy 140 stron i zachowuje tradycyjny podziat

na czg¢$¢ literaturowg i1 eksperymentalng. W czesci literaturowej Doktorantka
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przedstawia podstawowe informacje dotyczace budowy bton biologicznych
oraz lipidéw bedacych ich glownymi sktadnikami budulcowymi. Po krotkim
omowieniu blon biologicznych Autorka przybliza problem ich ztozonosci oraz
konieczno$¢ stosowania uproszczonych modeli biomembran w badaniach
podstawowych. Nastgpnie przechodzi do omowienia podstaw wiedzy
dotyczace] monowarstw Langmuira — sposobdw tworzenia monowarstw,
niezbgdnej aparatury badawczej, uporzadkowania czgsteczek w monowarstwie
1 podstawowych sposobdéw badania tych uktadéw. W kolejnym rozdziale
Doktorantka poswigca uwage liposomom, omawiajac sposoby ich tworzenia
oraz przedstawiajac klasyfikacje tych tworow. W obu rozdziatach, zarowno tym
dotyczacym monowarstw Langmuira jak i tym dotyczacym liposomow
Doktorantka omawia podstawy technik eksperymentalnych wykorzystywanych
przez Nig w badaniach, ktérych wyniki stanowig trzon recenzowanej rozprawy.
Sporo uwagi poswigca réwniez zwigzkom powierzchniowo czynnym,
przedstawiajac podstawowe informacje o ich budowie, zastosowaniach,
dynamice i wielko$ci produkcji, czy tez ich wptywie na biomembrany.

W  czeSci doswiadczalnej recenzowanej rozprawy Doktorantka
przedstawia wyniki badan dotyczacych wplywu powszechnie stosowanych
surfaktantow na modelowe biomembrany. W badaniach wykorzystata
surfaktant niejonowy Triton X-100, surfaktant anionowy SDS oraz surfaktant
kationowy DTAB i jego homologi o wigkszej masie czasteczkowej: TTAB i
CTAB. Oceniajac dobdr tych surfaktantdéw musze stwierdzié, ze jest on bardzo
rozsadny. Triton X-100 jest niejonowym surfaktantem etoksylowanym. Tego
typu surfaktanty sg obecnie produkowane w ilo$ciach megatonowych a
wielkos$¢ ich produkcji w wielu krajach przekracza juz tonaz produkcji
surfaktantow anionowych, jak sulfoniany czy siarczany alkilowe, ktore
dotychczas dominowaly na rynku surfaktantow. Dodatkowo Triton X-100 jest
powszechnie stosowany w pracach laboratoryjnych do lizy komorek i
solubilizacji skladnikéw biomembran, czyli rzeczywiscie jako substancja
wszedobylska w laboratorium moze zanieczyszczaé aparature stosowang w
badaniach monowarstw Langmuira, czy liposoméw. SDS, czyli siarczan
dodecylu jest najbardziej rozpowszechnionym przedstawicielem siarczanow
alkilowych, czgsto bedac glownym detergentem proszkow do prania, czy

preparatdéw czyszczacych, Jest tez jednym =z najczesciej stosowanych
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surfaktantow  anionowych ~w  badaniach  laboratoryjnych.  Bromki
alkilotrimetyloamoniowe to z kolei najczgéciej stosowane surfaktanty
kationowe.

Jak juz wspomniano Doktorantka prowadzita swoje badania w sposob
komplementarny stosujac zaréwno modele jednowarstwowe — monowarstwy
Langmuira jak 1 liposomy. Modele te tworzyta z dipalmitoilowej
fosfatydylocholiny (DPPC), fosfatydylocholin czesciowo (POPC) i catkowicie
nienasyconych (DOPC) oraz z mieszaniny DPPC i cholesterolu o proporcji
molowej 7/3. Biorgc pod uwage deklarowany cel recenzowanej rozprawy dobor
tych lipidéw jest réwniez bardzo rozsadny. DPPC jest najczesciej stosowanym
fosfolipidem w badaniach naukowych. Wiaze si¢ to z tym, ze zwigzek ten jest
gléwnym skladnikiem surfaktantu ptucnego, a takze jest jedng z najbardziej
rozpowszechnionych fosfatydylocholin w btonach plazmatycznych komorek
ssakéw. W blonach zwierzecych niezwykle istotng role pelni choletserol
regulujagc ich plynnos¢ i przepuszczalnos$é, stad bardzo rozsadne bylo
wykorzystanie przez Doktorantke binarnego ukladu ztozonego z DPPC i
cholesterolu zachowujgcego proporcje obu lipidéw typowsa dla zewnetrznej
warstwy btony plazmatycznej komdrki zwierzecej. Fosfolipidy blonowe czgsto
zawieraja w swoich tancuchach alkilowych wigzania podwojne o geometrii cis.
Wigzanie podwojne moze pojawi¢ si¢ w jednym lancuchu, w obu tancuchach
lub tez lancuchy te mogg by¢ wielonienasycone zawierajac kilka wigzan
podwdjnych. W literaturze naukowej dowiedziono, ze obecno$¢ wigzan
podwdjnych wywiera znaczny wpltyw na strukture czasteczki fosfolipidu i na
tworzone przez te czgsteczki membrany, stad jak najbardziej stuszne jest
rozszerzenie przeprowadzonych badan na uktady modelowe utworzone z POPC
i DOPC.

W czgsci badan, w ktorej] wykorzystano modele jednowarstwowe,
monowarstwy Langmuira, Doktorantka rejestrowala izotermy ci$nienia
powierzchniowego (m) oraz potencjalu powierzchniowego (AV) w funkcji
$redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke w monowarstwie (A). Z
przebiegu izoterm ©-A obliczala warto$ci modutu $cisliwosci Cs™ i wykreslata
je w funkgcji ci$nienia powierzchniowego, co umozliwialo pdzniejszg dyskusje
elastycznos$ci badanych monowarstw. Badania te byly prowadzone na ré6znych

subfazach: czystej wodzie, roztworze buforowym tricine oraz roztworze
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buforowym zawierajacym badane surfaktanty w okreSlonych stezeniach.
Poréwnanie krzywych m-A, AV-A i Csl-n zarejestrowanych przy réznych
sktadach subfazy umozliwilo dyskusje wptywu poszczegolnych surfaktantow
na wlasciwosci fizyczne badanych monowarstw. Dodatkowo Autorka
przeprowadzila eksperymenty dotyczace penetracji surfaktantéw do gotowej
monowarstwy. W tym celu na buforowanej subfazie kompresowata badang
monowarstwe do ci$nienia 32 mN/m, przy ktorym upakowanie czgsteczek
lipidow tworzacych monowarstwe jest poréwnywalne z upakowaniem
czasteczek lipidow tworzacych liposom, a nastepnie wstrzykiwata do subfazy
roztwoér surfaktantu i monitorowata ewolucj¢ ci$nienia powierzchniowego w
czasie.

W  badaniach przeprowadzonych na ukladach dwuwarstwowych
Doktorantka z tych samych lipidéw tworzyla liposomy jednolamellarne o
wielkosci odpowiadajacej LUV (large unilamellar liposomes). Najczesciej
stosowata technike hydratacji suchego filmu lipidowego, za$ liposomy LUV
kalibrowata na drodze ekstruzji przez membran¢ poliweglanows, tak by
uzyskaé pecherzyki lipidowe o $rednicy hydrodynamicznej okoto 100 nm. Po
okresleniu podstawowych wlasciwosci tych liposomoéw, takich jak $rednica
hydrodynamiczna,  wspodtczynnik  polidysperyjnosci, czy  potencjat
elektroforetyczny, wprowadzala do zawiesiny liposomow badane surfaktanty i
badata wptyw ich obecnos$ci na te parametry. Dodatkowo korzystajac z tych
parametrow obliczala dodatkowe czynniki charakteryzujace wiasciwosci
elektrostatyczne badanych liposoméw. Przeprowadzone badania dowiodty, ze
niewielkie dodatki surfaktantow przy stezeniach rzedu puM, czyli okoto 1000
razy mniejszych niz krytyczne stezenie micelizacji mogg w istotny sposéb
-wplywaé na wlasciwosci fizyczne uktadow modelujgcych btony biologiczne.

Rozprawa doktorska napisana jest starannie, a opublikowanie wynikow
rozprawy w postaci trzech pelnotekstowych artykutdéw weryfikuje
przedstawione w rozprawie wyniki badan i ich interpretacje zaproponowang
przez Doktorantke. Obowigzkiem recenzenta jest jednak wskazanie pewnych
nieprecyzyjnych stwierdzen, czy tez zadanie pytan dotyczacych niektérych
szczegdlowych kwestii. Dlatego tez w kolejnym rozdziale recenzji
zatytulowanym uwagi i pytania recenzenta pozwolg sobie na zwrdcenie uwagi

Doktorantki na te kwestie:

\
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Uwagi i pytania recenzenta

Str. 14

,»Istotny wptyw na charakterystyke dwuwarstwy, w tym réwniez na ruchliwo$¢
lipidéw jg tworzacych, ma stan fizyczny tych lipidéw”

Zdanie sformulowane nieprawidlowo Zapewne chodzito o strukture lipidow
tworzacych dwuwarstwe. Okreslony stan fizyczny osigga dwuwarstwa a nie
lipidy.

Str. 20

Informacja w tabeli dotyczaca granicznych wartosci modutu $cisliwos$ci
cytowana jest blednie. Pominigty jest postulowany przez autorow stan L, poza

tym stan staly zaczyna si¢ od 250 a nie od 1000 mN/m.

Pytania:

Dlaczego w przeprowadzonych badaniach zdecydowano si¢ stosowaé
buforowang subfaze?

Sktadniki buforéw, w szczegoélnosci sole, silnie oddziatuja z glowami
polarnymi lipidéw, powodujac istotne zmiany wiasciwosci fizycznych
monowarstw Langmuira. Oddziatywania lipidéw ze skladnikami buforow
mogg maskowa¢ badane oddzialywania z surfaktantami.

Dlaczego zdecydowano si¢ stosowa¢ bufor tricine?

Dlaczego zdecydowano si¢ na stezenia 2,3 i 9,1 uM — skad wynikaja te
konkretne wartosci liczbowe?

Czy mierzono napigcie powierzchniowe zastosowanej subfazy oraz2,319,1 uM
roztworow badanych surfaktantow w tej subfazie?

Czy mozna wykluczy¢, ze sama obecnos$¢ tych substancji przy tych stezeniach

znacznie obniza napigcie powierzchniowe?

Str. 55
»Maksymalna warto$¢ potencjalu powierzchniowego odpowiada najbardziej
pionowej orientacji czasteczek w filmie lipidowym i zazwyczaj pokrywa si¢ z

maksymalnym stopniem kondensacji monowarstwy [113]”

Problem w tym, ze w obecnosci niejonowego surfaktantu Tritonu X-100

warto$¢ ta od samego poczatku kompres;ji jest wigksza niz dla DPPC na wodzie
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lub buforze pod koniec kompresji. Dlaczego? Jak maja si¢ te eksperymenty do
modutu $cisliwosci?

Z interpretacji zaleznosci Cs'-mn wiadomo, ze z rosnacym stgzeniem
surfaktantu uporzgdkowanie tancuchéw weglowodorowych DPPC w
monowarstwie drastycznie maleje. Z kolei z przebiegu krzywych AV-1/A

mozna by wyciggna¢ wnioski przeciwne. *

Obrazy BAM

W swoich badaniach Doktorantka zastosowata mikroskopi¢ kata Brewstera
(BAM). Cze$¢ obrazow zarejestrowanych w tych badaniach zostala
wykorzystana w publikacjach, np. w P1. Problem w tym, ze do publikacji
zdjecia te zostaly odpowiednio opracowane — odpowiednio dobrano jasno$¢ i
kontrast, tak, ze wszystkie opisywane domeny sa wyraznie widoczne.
Natomiast w rozprawie doktorskiej doktorantka nie dopracowala obrazow
BAM, w zwigzku z czym s3 one bardzo stabo czytelne i bardzo trudno dostrzec

na nich opisywane przez Autorke szczegoéty tekstury badanych monowarstw.

Problem $rednic hydrodynamicznych badanych liposomow

Str. 57

,Do badan wykorzystano liposomy o S$rednicy réwnaj 1169 nm i
wspdtezynniku polidyspersyjnosci wynoszacym 0,527

Czy chodzi o $rednig $rednic¢ hydrodynamiczng?

Jaka jest niepewno$¢ pomiarowa tej wielkosci?

Dlaczego na rys. 24 nie ma stupkéw bledu?

Dlaczego tylko na Rys. 56 na str, 99 pokazany jest rozktad wielkosci badanych
liposoméw? Podobne rysunki bylyby pomocne dla wszystkich badanych

uktadow.
Str. 59 tabela 5 i wszystkie pozniejsze analogiczne tabele
Dlaczego w tabelach zbierajgcych wlasciwosci elektrostatyczne liposomow nie

podano informacji o niepewnosci pomiarowej prezentowanych wartosci

liczbowych?
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Rys. 27, str. 62

Jednostka na osi X — dlaczego ul?

Str. 62

»DPPC zbudowany jest z dwoch nasyconych tancuchéw palmitynowych o
konformacji frans, przez co tworzy upakowang warstwe ~lipidowa”.
Konformacja tancuchow w lipidzie zalezy od upakowania monowarstwy. Skoro
dla DPPC jest przejscie LE-LC, to w obrgbie fazy LE wystepujg liczne defekty
gauche w laficuchach weglowodorowych. Dopiero dla fazy LC mozna zatozyé

konformacje all-trans.

Str. 88

»Otrzymane czyste liposomy DOPC charakteryzowaly si¢ rozmiarem roéwnym
125,8 nm” .

Niekonsekwencja w stosowanej terminologii. Kazdorazowo powinna byé

mowa o Sredniej Srednicy hydrodynamicznej.

Problem wielkosci liposoméw w obecnosci TTAB i CTAB, Str. 100, tabela 12

Wartosci $rednic hydrodynamicznych dla TTAB (wszystkie stezenia) i CTAB
przy najmniejszym stezeniu sa prawdopodobnie btedne. Przedstawiony przez
doktorantke opis zmian Dp pod wptywem tych surfaktantow jest niezgodny z tg
tabela.

Z kolei jednak na stronie 101 pojawia si¢ stwierdzenie: ,, Ze wzgledu na duze
rozmiary liposoméw w obecnosci TTAB i CTAB w zestawieniu uwzgledniono
jedynie uklady domieszkowane surfaktantami zbudowanymi z 12-weglowego
tancucha alkilowego” — czyli jednak autorka dostrzega drastyczny wzrost Dh.
W przypadku najmniejszego stgzenia TTAB jest to wzrost ponad
dziesigciokrotny. Podobnych zmian nie obserwowano dla innych uktadow w tej
pracy. Bardzo prosze o komentarz i probe wytlumaczenia przyczyn tak
drastycznego wzrostu Dp. Czy podobne drastyczne wzrosty rozmiaréw
liposomow sa znane z literatury? Bo jezeli Dy ro$nie od 120 nm do 1500 nm, to

zgodnie z klasyfikacja przedstawiona na str. 25 recenzowanej rozprawy
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liposom, ktdry bytby klasyfikowany jako SUV staje si¢ liposomem GUV. Czy

nie doszlo tu do zjawiska agregacji liposomow?

Podsumowanie

Przedstawione powyzej uwagi i pytania recenzenta w zaden sposob nie
umniejszaja znaczenia przedstawionej rozprawy doktorskiej, moga natomiast
stanowi¢ punkt wyjscia do dyskusji podczas publicznej obrony doktoratu.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia wszystkie wymogi formalne
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce z (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pdzn. zm.). W
zwiagzku z tym wnosz¢ o dopuszczenie mgr Alicji S¢k do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage wysoki poziom niniejszej rozprawy oraz
znakomity dorobek naukowy: wspotautorstwo 3 publikacji bezposrednio
zwigzanych z doktoratem i 4 publikacji z innej tematyki o fgcznym czynniku
oddzialywania 26,537 wnioskuj¢ o wyrdéznienie recenzowanej rozprawy mgr

Alicji Sek.
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