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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Doroty Konarzewskiej
pt. ,Biomimetyczne filmy lipidowe i ich oddziatywania 7 lipopeptydami o wlasciwosciach

antybakteryjnych”

Do chwili odkrycia i zastosowania penicyliny, ki6ra zrewolucjonizowala leczeni zakazen
bakieryjnych, choroby powodowane przez bakterie byly jednymi z tych, ki6re powodowaly
najwicksza $miertelnosé i cigzkie powiklania u setek milionéw ludzi. W kolejnych latach XX
wieku pojawily si¢ nowe naturalne, pétsynietyczne i syntetyczne antybiotyki o bardzo szerokim
spekirum dziatania i wydawalo sie, ze problem choréb wywolywanych przez bakierie jest pod
petng kontrola. Jak szybko sie okazalo, nadzieje te byly plonne, gdyz naduzywanie
antybiotykéw, ich nieprawidlowe stosowanie oraz wrodzone i ewolucyjnie nabyte mechanizmy
obronne mikroorganizméw sprawity, ze pojawily sie szczepy bakterii, ktére sa niewrazliwe na
wigkszodci znanych lekéw. Lekooporno$é bakterii, a zwlaszeza opornos$¢ wielolekowa, jest
powaznym problemem, gdyz coraz czesciej pojawiaja sie przypadki $miertelne wywolane
zakazeniami bakteryjnymi, kiére wydawaty si¢ calkowicie wyleczalne. Dlatego naukowcy na
calym $wiecie poszukujg nowych lekow, ktére bytyby skuteczne w leczeniu réznego typu
infekeji bakteryjnych. Duzym wyzwaniem jest réwniez poznanie mechanizmu dziatania nowo
zsyntezowanych lub wyizolowanych substancji, co pozwolitoby na ukierunkowanie syntezy
nowych skutecznych antybiotykéw. W ten nurt badawczy doskonale wpisuje sie tematyka
badati realizowanych w ramach pracy doktorskiej Pani mgr Doroty Konarzewskiej.

Rozprawa doktorska mgr Doroty Konarzewskiej wykonana zostata na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego w Pracowni Teorii i Zastosowania Elektrod pod kierunkiem Pana
dr hab. Stawomira Seka, prof. UW. Praca doktorska zredagowana zostala w jezyku polskim, na
188 stronach maszynopisu, wedhig klasycznego ukiadu formalnego charakterystycznego dla
prac do$wiadczalnych. Rozprawe rozpoczyna streszczenie w jezyku poiskim i angielskim oraz

cel pracy, po kiérym nastepuje czesé literaturowa i doswiadezalna. Dalej Autorka zamiescila
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podsumowanie, w ktérym zebrane s najwazniejsze wnioski ptyngce z Jej badan oraz spis
cytowanej literatury.

Pierwsza cze$¢ pracy, w ktérej Autorka dokonata przegladu literatury podzielony zostat
na5 gtéwnych rozdziatéw. W pierwszym z nich autorka opisala skiad lipidowy, a takze budowe
i funkcje blon komérkowych ze szczegblnym uwzglednieniem réznic w budowie membran
komérkowych bakierii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych. Kolejny rozdziat tej czesci pracy
Pani mgr Dorota Konarzewska poswiecita oméwieniu problemu opornosdci bakterii na
antybiotyki, a takze budowie, charakterystyce i zastosowaniu lipopeptydéw jako substancii
antybakteryjnych. W trzecim z rozdzialow czesci  literaturowej pracy Autorka
scharakteryzowala etapy wdrazania nowych lekéw i oméwita metody laboratoryjne
podstawowych badan mikrobiologicznych umozliwiajacych okreslenie stanu wzrostu hodowlj
komorek bakteryjnych oraz wyznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC). W dwéch
ostatnich rozdziatach tej czeéci rozprawy oméwione zostaly podstawy fizykochemiczne technik
eksperymentalnych wykorzystywanych przez Autorke oraz metody wytwarzania warstw
lipidowych na statych podiozach.

Liczagca 67 stron czeéé literaturowa pracy pizygotowana zostala w oparciu o 278
publikacji naukowych z czego przewazajaca czgs¢ stanowig prace, ki6re ukazaly sie po 2000
roku. Prezentowane w tej czeéci pracy zagadnienia zostaly jasno i wyczerpujgco oméwione,
co pozwala mi stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada dobrg znajomosé aktualnego stanu wiedzy
W obszarze zwigzanym z tematyka badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Nalezy
podkresli¢, ze wybér i kolejnosé zagadnien zaprezentowanych przez Autorke w literaturowej
czgSci pracy doktorskiej stanowi logiczng cato$é, a takze uzasadnia warto$¢ naukowsg
i aktualno$é podjetych badan.

W drugiej, eksperymentainej czesci pracy Autorka przedstawita stosowane materialy
i odczynniki, opisala metody pomiarowe i wykorzystang aparature. W kolejnych rozdziatach
tej czgsci pracy mgr Dorota Konarzewska w sposéb bardzo przejrzysty i jasny zaprezeniowata
wyniki swoich badaf i przeprowadzita ich dogtebna analiz¢ wyprowadzajac jednoczesnie
szereg wnioskow o duzej wartosci naukowej. Na uwage zastuguje duza ilo$¢ nowoczesnych
technik badawczych zastosowanych przez Autorke pracy jak réwniez Jej umiejetnosé
prawidlowego planowania eksperymentéw, dzieki czemu Autorce udato sie uzyskaé
szczegblowy wglad w strukiure modelowych membran i ich oddziatywania z badanymi
lipopeptydami. Warto réwniez podkresli¢, ze mgr Dorota Konarzewska nie tylko przedstawita

wyniki swoich badas, lecz réwniez je przedyskutowala na tle dostepnej literatury. W tym



miejscu cheialbym zaznaczyé, ze wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej

W znacznym stopniu poszerzajg wiedze w zakresie wytwarzania dwuwarstw lipidowych na

statych podlozach, jak réwniez daja glebszy wglad w mechanizm oddziatywania lipopeptydéw

z modelowymi blonami komérkowymi.

Do najwazniejszych osiagnieé doktorantki zaliczytbym:

1.

Wykazanie, ze w zakresie ciénien powierzchniowych 30-35 mN/m w mieszanej
monowarstwie utworzonej z lipidow (fosfatydyloetanoloamin i fosfatydylogliceroli,
PE:PG = 8:2) pochodzacych z blon komérkowych bakterii E. coli formowane s3

domeny o wyzszej kondensacji w stosunku do pozostalej matrycy monowarstwy.

. Potwierdzenie wystgpowania zjawiska separacji fazowej w dwuwarstwie lipidowej

utworzonej na powierzchni miki dla wyzej wspomnianej mieszaniny lipidéw.
Wykazanie wplywu podioza na morfologic i wlasciwosci nanomechaniczne
dwuwarstwy lipidowej.

Wykazanie, ze dla ukladu POPG:DPPG:CL (1:1:2) reprezentujagcego membranc
lipidowa bakterii gram dodatnicj S. aureus, pomiedzy dwuwarstwa lipidowa
a monowarstwg tioglukozy tworzy si¢ rezerwuar wodny, kiéry znaczaco wptywa na
wiasciwosci nanomechaniczne modelowej membrany.

Dowiedzenie istnienia korelacji pomigdzy warto$ciami modutu Younga wyznaczonymi
dla badanej membrany i stopniem hydratacji dwuwarstwy.

Wykazanie, ze daptomycyna wbudowuje si¢ w modelows btone bakieryjna zmieniajac
jei przepuszezalno$é dia jonéw i czasteczek wody.

Wykazanie, ze w przypadku kompresji monowarstw na roztworach zawierajacych
badane lipopeptydy dochodzi do ich wbudowywania w modelowe membrany
bakteryjne, co powoduje ich uplynnienie i zmniejszenie ich uporzadkowania.
Udowodnienie, ze badane lipopeptydy adsorbuja sie w rejonie gléw polarnych
skondensowanych monowarstw lipidowych lecz ich nie penetruja, co moze thumaczy¢

ich nisk skuteczno$é wykazana w badaniach mikrobiologicznych.

Analiza przedstawionych w pracy wynikéw, ich dyskusja i wnioski wskazuja, ze Autorka

rozprawy zrealizowala wszystkie zalozone cele badawcze. Co wigcej, wyniki otrzymane na

podstawie dobrze zaplanowanych i rzetelnie wykonanych eksperymentéw zostaly waikliwie

i prawidlowo zinterpretowane w oparciu o dobrze dobrang aktualng literature naukowa. Poza

wysokim poziomem merytorycznym rozprawy doktorskiej Pani mgr Doroty Konarzewskie;j,



cheiatbym podkresli¢ réwniez bardzo wysoka jakosé edycyjng pracy. Widaé, ze praca zostata

przygotowana starannie z duzg dbatoscig o szczegély, co przejawia si¢ w klarownych opisach

i dyskusji jak réwniez bardzo estetycznych, czytelnych grafikach. W trakeie lektury pracy

napotkalem kilka bledéw literowych i stylistycznych, ktérych nie bede przytaczat gdyz

uwazam, ze w tak dlugich opracowaniach s3 one wiasciwie nie do uniknigcia. Jednoczesnie,

z obowigzku recenzenta, chciatbym wskazaé pewne niescistosci i sformutowaé kilka uwag

polemicznych:

1.

Na stronie 18 Autorka napisata, ze blona komérkowa to struktura plynna i dynamiczna
skladajaca si¢ z podwéjnej warstwy lipidowej, w ki6rg wbudowane sa biatka ,,...ktére
stanowig okoto 50% catkowitej zawartosdci blony”. Czy Autorka miata na mysli
procenty wagowe czy molowe?

Na stronie 20 Autorka napisata ,,Lipidy wykazuja charakter hydrofobowy.” podczas gdy
czasteczki lipidéw w swojej strukturze zawierajg zar6wno czes$é hydrofobowa jak
i hydrofilowa czyli maja charakter amfifilowy.

W rozdziale V (Metodyka pomiaréw) Autorka szczegblowo opisata fizykochemiczne
podstawy stosowanych przez siebie technik badawczych. Warto byloby réwniez w tym
rozdziale umiesci¢ mikroskopie kata Brewstera (BAM), kt6rg Autorka rdéwniez
wykorzystywata w swoich badaniach.

Wobec oznaczen przyjetych przez Autorke we wzorach na stronie 59, wartosé
nadmiarowej powierzchni mieszania powinna zawsze wynosi¢ zero. Wynika to
z konfliktu oznaczenia poszczegdlnych parametréw. Tak naprawde pierwsze z réwnai
pozwala na wyznaczenie wartodci $redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke
W mieszanej monowarstwie przy zatozeniu idealnego mieszania si¢ sktadnikéw
i powinna by¢ oznaczona np. jako Al a wielkosé Ay jest rzeczywista wartodcia
Wyznaczong z izotermy kompresji monowarstwy mieszanej. Warto byloby réwniez
wspomnie¢ w tym miejscu, ze parametry te odpowiednio oblicza si¢ i wyznacza dla
danej (tej samej) wartosci ci$nienia powierzchniowego.

Niescisty jest réwniez opis dotyczacy fizycznego sensu wynikajacego z wartosci
nadmiarowej powierzchni mieszania (str. 59) i nadmiarowej entalpii swobodnej
mieszania (str. 60). W opisach tych Autorka napisata, Ze ujemne wartosci tych

parametréw  Swiadcza o  oddzialywaniach przyciggajacych, a  dodatnie

o oddziatywaniach odpychajacych pomiedzy czasteczkami tworzacymi mieszang

monowarstwe. W istocie oba parametry s3 funkcjami nadmiarowymi i ich warto$é écidle
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zalezy od przyjetego uktadu odniesienia, ktérym moze byé uktad doskonaty (idealny)
lub ukfad idealny rozcieiczony w wariancie symetrycznym i niesymetrycznym.
W przypadku monowarstw Langmuira ukladem odniesienia jest uklad idealny dla
wszystkich sktadnikéw monowarstwy (symetryczny uktad odniesienia). Oznacza to, np.
ze wartosci A°* i AG®* s3 ujemne, w przypadku gdy oddziatywania pomiedzy
czgsteczkami sktadnikéw monowarstwy mieszanej s3 silniej przyciagajace lub stabiej
odpychajace w poréwnaniu do oddziatywanh migdzyczasteczkowych w odpowiednich
monowarstwach jednoskladnikowych.

Nie zawsze réwniez dodatnie wartosci nadmiarowej entalpii swobodnej mieszania
muszg oznacza¢ separacje fazowa w ukladzie.

6. W czesci eksperymentalnej pracy, w podrozdziale dotyczacym aparatury badaweczej,
Autorka wspomniata, ze barierki wanny Langmuira wykonane byly z teflonu, podczas
gdy producent standardowo dostarcza urzadzenie, w ktérym barierki wykonane s3
z hydrofilowego materiatu (Delrin) uniemozliwiajacego ,,wycickanie” monowarstwy
pod barierkami.

7. W tabeli 7 oraz pozostatych tabelach, w kiérych zebrane sg parametry wyznaczone na
podstawie izoterm 7-4, przedstawione sa wartosci sredniej powierzchni przypadajacej
na czgsteczke lipidu w monowarstwie. Niestety nie znalaztem wyjasnienia czy sg to
wartosci wyznaczone przy danym cisnieniu powierzchniowym czy uzyskane na drodze
ekstrapolacji?

8. Czy w badaniach penetracji lipopeptydéw do monowarstwy skomprymowanej do
ciSnienia powierzchniowego 35 mN/m eliminowano efekt zwigzany z dyfuzja

lipopeptydéw do granicy migdzyfazowe;j?

Cheiatbym, w tym miejscu zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi, majg charakter polemiczny
i nie wplywaja na bardzo pozytywna ocen¢ calej pracy. W mojej ocenie praca doktorska Pani
mgr Doroty Konarzewskiej pt. »Biomimetyczne filmy lipidowe i ich oddzialywania z
lipopeptydami o wiasciwosciach antybakteryjnych” spelia wszystkie ZWYCZajowe i prawne
kryteria stawiane pracom doktorskim zgodnie z artykulem 13 ustawy z dn. 14.03.2003
(z pbzniejszymi zmianami) O stopniach navkowych i tytule naukowym oraz Stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 1. poz. 882 ze zmiang w Dz. U. 22016 1. poz. 131 1)
i wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie biorae pod uwage duza warto$é naukows uzyskanych wynikéw, ktére zostaly juz
w wigkszosci opublikowane w postaci 3 artykutéw naukowych w uznanych specjalistycznych
czasopismach naukowych (Langmuir — 2 prace, Biochimica et Biophysica Acta —
Biomembranes — 1 praca) oraz duzy nakiad pracy wlozony przez Doktorantke
W przygotowanie rozprawy wnosze do Wysokiej Rady o wyréznienie niniejszej pracy

doktorskiej.



Dr hab. Pawef Wydra, prof. UJ

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI w KRAKOWIE, WYDZIAL CHEMII
Zaktad Chemii Fizycznej i Elektrochemii

Zespét Fizykochemii Powierzchni

ul. Gronostajowa 2, 30-387 Krakéw

tel. (12) 686-25-19

e-mail: wydro@chemia.uj.edu.pl

Krakéw, 16.09.2019

Whriasek o wyrdinienie rozprawy doktorskiej
Pani mgr Doroty Konarzewskiej
pt. ,Biomimetyczne filmy lipidowe i ich oddzialywania z lipopeptydami o wlasciwosciach

antybakteryjnych”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Doroty Konarzewskiej stanowi bardzo
interesujace opracowanie wpisujace si¢ w nurt badan podstawowych majacych na celu wyjasnienie
mechanizmu oddziatywania lipopeptydéw z modelowymi membranami komérkowymi w kontekécie
poszukiwania nowych lekéw antybakteryjnych. Rozprawa ta reprezentuje wysoki poziom naukowy,
a uzyskane przez Autorke wyniki maja duza wartoéé poznawcza i wnosza znaczacy wklad w poznanie
antybakteryjnego dziatania lipopeptydéw, a takze w Znacznym stopniu poszerzaja wiedze w zakresie
wytwarzania dwuwarstw lipidowych na statych podiozach. Na uwage zashiguje duza ilo§é
nowoczesnych technik badawczych zastosowanych przez Autorke pracy jak réwniez Jej umiejetnosé
prawidlowego planowania eksperymentéw. Poza wysokim poziomem merytorycznym rozprawy
doktorskiej Pani mgr Doroty Konarzewskiej, cheiatbym podkreslié réwniez bardzo wysokg jakosé
edycyjng pracy. Widaé, ze praca zostata przygotowana starannie z duza dbatoscia o szczegély, co
przejawia si¢ w klarownych opisach i dyskusji jak réwniez bardzo estetycznych, czytelnych
grafikach.

Warto réwniez podkresli¢, ze mgr Dorota Konarzewska, w swojej rozprawie doktorskiej, nie
tylko przedstawita wyniki swoich badan, lecz réwniez je przedyskutowala na tle dostepnej literatury.
Przeprowadzone badania i uzyskane wyniki, ze wzgledu na aktualno$é tematu, maja ogromng warios$¢
naukowa i zostaly juz w wickszodci opublikowane w postaci 3 artykuléw naukowych w
specjalistycznych opiniotwérezych czasopismach o miedzynarodowym zasiggu (Langmuir — 2 prace,
Biochimica et Biophysica Acta — Biomembranes — 1 praca).

Bioragc pod uwage powyzsze jak réwniez duzy naktad pracy wiozony przez Doktorantke
W przygotowanie rozprawy wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Warszawskiego o wyréznienie niniejszej pracy doktorskiej.
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