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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Kotynskiej, zatytulowanej: Rownowagi
adsorpcyjne pomiedzy blong liposomalnq a jonami elektrolitu o roZnej wartosciowosci.

Praca zostata przedstawiona jako rozprawa doktorska Radzie Wydziatu Biologiczno-
Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku.

Tematyka pracy dotyczy bardzo istotnych zwiazkow zachodzacych migdzy
wlasciwosciami i funkcjami bton biologicznych a ich budowa i oddziatywaniami z otoczeniem.
Jak pisze Autorka, badania tych zwiazkow maja kluczowe znaczenie dla poznania i zrozumienia
funkcjonowania zywego organizmu. Ze wzgledu jednak na skomplikowana budowe naturalnych
bton biologicznych, zalezna w gléwnej mierze od rodzaju komorki, zrozumiala jest decyzja
tworzenia uproszczonych modeli bton komdrkowych, ktorych sktad, a takze srodowisko w jakim

si¢ znajduja, kontrolowane sa przez eksperymentatora.

Mocna strona pracy jest proba zastosowania opracowanych modeli teoretycznych,
zweryfikowanych w badaniach uktadow modelowych, do analizy zjawisk zachodzacych w
btonach biologicznych. Doktorantka probg t¢ podjeta na przyktadzie wptywu dwu wybranych
srodkow farmakologicznych na ptytki krwi i erytrocyty ludzkie, a takze badajac zmiany ggstosci
tadunku bton komoérkowych tych samych komorek cztowieka w zgonach naglych. Podjecie
takiej tematyki $wiadczy moim zdaniem o duzej dojrzato$ci naukowej Pani mgr Joanny

Kotynskie;.

Ocena formalnej strony pracy.




Zanim przejde do oceny merytorycznej rozprawy, do moich obowiazkéw nalezy tez
ocena strony formalnej pracy. Praca pisana jest jezykiem poprawnym, cho¢ czasem zdarzaja si¢
literéwki, jezykowe lapsusy 1 tzw. ,,kalki” z jezyka angielskiego. Kilka przyktadow:

1. Autorka bardzo przywiazata si¢ stowa ,.komponent” i stosowala go zamiast polskiego
stowa ,,sktadnik”,

2

2. Str. 6, wiersz 7 od gory: ,,...problematyka dotykajaca bton...’
problematyka dotyka?

; ciekaw jestem, czym

3. Str.7, w. 15 od gory: ,,Wigkszo$¢ badan przeprowadzono przy wspotudziale
fosfatydylocholiny”

4. Str. 27, w. 12 od dotu: ,,...odparowywanie fazami odwréconymi...”

5. Str. 41, w. 5 od gory: gdzie potencjal chemiczny ma ,,gor¢” i czy rzeczywiscie, zgodnie z
definicja gradientu, jon potrzebuje energii by przemieszczaé si¢ wbrew gradientowi
stezenia?

6. Str. 62, drugi akapit: ,,Zasadnicza teza ... bylo zbadanie oddziatywan...” i znow str. 84,
pierwszy akapit: ,,Jedna z tez niniejszej pracy jest analiza zmian...”. Zbadanie 1 analiza
moze by¢ celem pracy, ktorego efektem moze by¢ postawienie tezy.

7. Co to jest obszar migdzyfazowy sfingomieliny, ktory posiada grupy akceptorowe i
donorowe wigzania wodorowego (str. 72)?

8. Jak si¢ zawiesza liposomy w chlorku sodu (str.120). Nalezy unika¢ zargonu
laboratoryjnego, na rzecz doktadnego podania sktadu elektrolitu.

Sledzenie treSci rozprawy utrudnialo mi réwniez do$¢ dowolne umiejscawianie przecinkow

przez Autorke, niezaleznie od regul interpunkcji.

Ogolnie rzecz ujmujac, uktad pracy liczacej wraz ze spisem literatury 153 strony , z
odpowiednim wywazeniem czg¢sci literaturowej w stosunku do eksperymentalnej, jest bez
zarzutu. Wstep, cel pracy oraz rozdzial 3, dotyczacy wilasciwosci elektrycznych blon
biologicznych, dobrze uzasadniaja wybrany temat badan, umiejscawiajac go w obecnym stanie

wiedzy odno$nie rownowag jonowych w blonach komoérkowych.

Czgs¢ literaturowa w sposOb wystarczajacy wprowadza w tres¢ czgsci eksperymentalne;,
podaje podstawy teoretyczne stosowanych technik pomiarowych, utatwiajac $§ledzenie toku
wnioskowania Autorki. Ponad 200 pozycji literaturowych wykorzystanych w pracy pozwalaja
oczekiwa¢, ze mgr Joanna Kotynska w sposdb znaczacy poglebita swoja wiedzg w trakcie

studiow doktoranckich; znajduje to zreszta dobre odzwierciedlenie w przedstawionej rozprawie



doktorskiej. Mam jedno zastrzezenie co do wyboru literatury omawiajacej tadunek
powierzchniowy bton biologicznych: zadna z wybranych pozycji nie zostata wykorzystana do
przedstawienia trojwymiarowosci adunku ,,powierzchni” komorek, a przeciez np. kwas sialowy
(N-acetyloneuraminowy), nadajacy erytrocytom ludzkim tadunek ujemny, nie znajduje si¢ na
powierzchni komorek, rozumianej jako zewngtrzna warstwa lipidowa, lecz zwiazany jest z
glikoproteinami btonowymi, tworzac trojwymiarowy obszar tadunku w poblizu warstwy
lipidowej. Doktorantka nie wspomniala o takiej budowie, Moglo to by¢ spowodowane gtéwnie
badaniem liposoméw. Jednakze chcialbym, by w trakcie obrony przedstawiony zostal model
uwzgledniajacy przestrzenne rozmieszczenie fadunku, np. btony erytrocytow ludzkich.

Oprocz pozytywnej mojej ogdlnej oceny tej strony pracy (mimo powyzszych uwag),
zauwazytem troche btedéw formalnych i1 niekonsekwencji, ktore jako recenzent ponizej
przedstawig, gdyz obrona rozprawy nie bylaby pelna, gdyby doktorantka nie miata si¢ przed
czym broni¢. Poza tym pokazuj¢, z jaka uwaga przeczytatem t¢ rozprawe jako jej recenzent.
Wobec tego, cheiatbym prosi¢ pania mgr Joanng Kotynska o ustosunkowanie si¢ do ponizszych
uwag:

1. W calej tresci rozprawy postuguje si¢ Pani terminem ,tadunek powierzchniowy”. Czy z
pomiarow mikroelektroforetycznych rzeczywiscie uzyskiwata Pani fadunek powierzchni

badanego uktadu?

2. Kiedy nie spelnione sa zatozenia teorii Gouy-Chapmana dla uktadow biomimetycznych?
Czy w przypadku badanych uktadéw zachodzi taka obawa i nie nalezy np. traktowac

tadunku jako zlokalizowanego (przyblizenie Debye’a-Hiickel’a)?

3. Jaka jest rola rozdziatu 3.3. Potencjal transmembranowy i jego Zrodia, w tresci
rozprawy? Czy istnieje zwiazek potencjatu transmembranowego z mierzonym przez Pania

potencjatem elektrokinetycznym?

4. Nie moglem znalez¢ informacji, czy moc jonowa, od ktoérej wszak zalezy ruchliwosé
elektroforetyczna, byta kontrolowana podczas miareczkowania pH liposoméw i komorek.
Jezeli tak, to w jaki sposéb.

5. Jaki obraz fadunku na powierzchni liposomoéw moze Pani przedstawi¢ na podstawie
statych asocjacji wyznaczonych np. na str. 67. Chciatbym dowiedzie¢ sig, czy nie da si¢

porowna¢ wartosci pK, i/lub pK;, badanych przez Pania grup funkcyjnych



zorganizowanych na powierzchni liposoméw, z danymi literaturowymi odpowiednich pK
amin, kwasow fosforowych i kwaséw karboksylowych w roztworze wodnym? Wydaje mi
sig, ze obserwacja wigkszej kwasowosci grupy fosforanowej fosfatydyloglicerolu w
porownaniu do tej grupy w fosfatydylocholinie (obie w liposomach), str. 91, powinna

nasuna¢ konieczno$¢ takiego poréwnania.

6. Czy punkt izoelektryczny wyznaczony przez Pania eksperymentalnie dla réznych

jednosktadnikowych liposoméw moze by¢ skorelowany z wyliczonymi statymi asocjacji?

7. W jaki sposdb wyznaczono st¢zenia objgtosciowe jondéw w roztworze, ktore to wartosci
wykorzystywata Pani p6zniej we wszystkich modelach rownowagowych? Czy przyj¢to je

jako stezenia poczatkowe, przed wprowadzeniem liposomow?

8. Jak wyjasni¢ wyraznie buforowy charakter powierzchni poslizgu liposomoéw (powierzchni
liposomow) uformowanych z mieszanin lipidow w porownaniu do liposomow
jednosktadnikowych (np. Rys. 7.7, 7.12, 7.13) w zakresie pH 5-8? Dotyczy to réwniez
komoérek trombocytéw 1 erytrocytdéw. Poza tym wydaje mi sig, ze badanie wptywu pH
powyzej warto$ci 9 nie ma sensu? Czy liposomy i1 komorki nie ulegaja hydrolizie?

Jestem przekonany, ze Pani magister Joanna Kotynska z powodzeniem ustosunkuje si¢ do

powyzszych uwag i pytan w czasie obrony.

Reasumujac te czg$¢, pomimo powyzszych uwag stwierdzam, ze praca spelnia wymagania

formalne stawiane rozprawom doktorskim.

Ocena merytorvycezna.

Pozostaje mi ustosunkowaé si¢ do wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskiej
oraz poprawnosci wnioskowania na podstawie tych wynikow. Wplyw zwiazkéw jonow metali
alkalicznych Doktorantka opisala rownaniami rownowag asocjacji/dysocjacji, ktore zaktadaja
zobojetnianie tadunku. Model nie zaktadat dodatkowych oddziatywan, jak na przyktad tworzenie
wiazan wodorowych, czy asocjacji czasteczek lipidowych, traktujac kazda z réwnowag
niezaleznie. Nawet przy takich uproszczeniach rozwiazania analityczne byly trudne; cieszy
wobec tego fakt dobrej zgodnosci modelu z wynikami eksperymentalnymi. W przypadku
wybranych jonow tréjwartosciowych nie udato si¢ doprowadzi¢ modelu do postaci mozliwej do

rozwiazania. By¢ moze uwzglednienie (konkurencyjnego do protonéw) oddziatywania jonu



trojwartosciowego z trzema grupami funkcyjnymi powierzchni liposoméw, zamiast rownowag
typu grupa powierzchniowa-jon z nastgpujacym zoboj¢tnianiem tadunku przez grupy

hydroksylowe/chlorkowe (rownania 8.3-8.8) uproscitoby model.

Bardzo ciekawe wydaja si¢ proby zastosowania modelu rownowagowego w jego
najprostszej postaci (cztery rownowagi) do uktadow in vitro i in vivo, zarowno w przypadku
oddziatywan wybranego leku przeciwptytkowego Plavix, jak kontrastu ultrasonograficznego —
SonoVue. W przypadku erytrocytow nie stwierdzono znaczacego wptywu SonoVue na zalezno$¢
tadunku powierzchniowego (powierzchni poslizgu) komoérek od pH (do wartosci pH 8-8.5;
powyzej tej wartoSci pH wyniki moim zdaniem nie maja istotnego znaczenia praktycznego),
traktowana jako wskaznik interakcji badanego srodka z blona komoérkowa. Natomiast wpltyw
tego srodka na ptytki krwi byl wyrazny w zakresie pH 5-8. Szkoda tylko, ze doktorantka nie
podata ani stezenia Plavixu ani SonoVue w warunkach in vitro; jak rozumiem, odpowiadato ono
stgzeniu klinicznemu w maksimum farmakokinetycznym po podaniu do organizmu. Po
zapoznaniu si¢ z powyzszymi wynikami eksperymentalnymi oraz przedstawionymi wnioskami
odczuwam jednak pewien niedosyt, ktorym czuj¢ si¢ w obowiazku podzieli¢: cho¢ w Tabeli 9.2
podano parametry modelowe, ktére dobrze odzwierciedlaja wyniki eksperymentalne (Rys. 9.5),
to nie znalaztem komentarza wyjasniajacego wptyw SonoVue na ptytki krwi. Same cyfry do
mnie nie przemawiaja, tym bardziej, ze réznice parametréw Cu, Cp, Kag 1 Ko mieszcza si¢ w
granicach btedu. W przeciwienstwie do SonoVue, Plavix , cho¢ jest lekiem przeciwplytkowym,
nie wplywal na tadunek powierzchniowy ptytek krwi (wyniki dla erytrocytow nie byly

pokazane). | tutaj rowniez przydatby si¢ komentarz.

W dalszej cze$ci pracy Pani mgr Joanna Kotynska wykazata si¢ duza ambicja i odwaga,
poddajac weryfikacji uzyteczno$¢ swojego modelowania (zmian parametréw modelu czterech
rownowag) dla erytrocytow i ptytek krwi czlowieka, w przypadkach zgonoéw naglych. Materiat
biologiczny uzyskany byl we wspolpracy z Zakladem Medycyny Sadowej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku, za$ kontrolg stanowity probki krwi oséb zywych (Regionalne
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Bialymstoku). Doktorantka wykazala znaczace
réznice w parametrach blony erytrocytow oraz plytek krwi w poroéwnaniu z tymi komoérkami
ludzi zdrowych. Nie jest obecnie do konca wyjasnione, jakie zjawiska odpowiadaja za
obserwowane istotne zmiany, ani jak zaleza one od czasu pobrania komorek po nagtym zgonie.

Ewidentne natomiast sa zmiany rownowag jonowych w blonie oraz zmiany tadunku



powierzchniowego. Ja sama Autorka wskazuje, przedstawione wyniki maja na tym etapie
charakter rozpoznawczy, a ich analiza ilosciowa 1 jakoSciowa wymaga dalszych badan, ktore

moga okazac si¢ istotne dla medycyny, nie tylko sadowe;.

Na koniec pragng stwierdzi¢, ze zaréwno dotychczasowy dorobek naukowy jak i
rozprawa doktorska Pani magister Joanny Kotynskiej zawiera oryginalne wyniki o duzej
warto$ci poznawczej. Rozprawg czytatem z prawdziwym zainteresowaniem, gdyz pojawia si¢ w
niej wiele istotnych watkow, takze nowatorskich, nad ktorymi mozna jeszcze dlugo pracowac,
poszukujac satysfakcjonujacych wyjasnien. Cho¢ przedstawitem powyzej wiele szczegdétowych
uwag krytycznych, nie chciatbym pozostawi¢ negatywnego wrazenia. Wrecz przeciwnie, uznaje
rozpraw¢ za bardzo wartosciowa i jako powazne zrodto inspiracji do dalszych badan w tej
dziedzinie. Moje uwagi maja raczej za zadanie zasugerowanie tych kierunkow i mozliwosci, niz

stwierdzenie 1 podkreslenie niedopatrzen.

Oceng merytoryczng zakonczg stwierdzeniem, ze wyniki przedstawione w rozprawie
zostaly w wigkszosci opublikowane w 8 publikacjach naukowych, w tym 6 w czasopismach z
listy filadelfijskiej o duzym wspotczynniku IF (np. J. Membrane Biol.,, J. Bioenerg.
Biomembranes, Biophys. Chem., Biochim. Biophys. Acta). Doktorantka w 4 z nich jest pierwsza

wspotautorka.

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana praca catkowicie spetnia warunki okreslone
w ustawie ,,0 stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U. nr
65, poz. 595, 2003 r., z pdzniejszymi zmianami, Dz.U., nr 164, poz. 1365, 2005r.) i wnoszg o

dopuszczenie Pani mgr Joanny Kotynskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.




