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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Juhaniewicz, zatytulowane;j: ,,Peptides
as functional nanostructures in molecular layers”, w jezyku polskim: Peptydy jako
Sfunkcjonalne nanostruktury w warstwach molekularnych”.

Praca zostata przedstawiona jako rozprawa doktorska Radzie Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Przygotowana zostata w ramach International Scholarship
Program for Graduate Studies in the Faculty of Chemistry, University of Warsaw, “From simple

molecules to nanostructured and bioactive materials”, sponsorowanego przez Fundacj¢ na

rzecz Nauki Polskie;j.
Tematyka pracy dotyczy bardzo istotnych zwiazkéw zachodzacych miedzy

wlasciwosciami 1 funkcjami peptydow a ich budowg i oddzialywaniami z btonami
biologicznymi. Juz we wstgpie pisze Autorka, ze interesujg ja jedynie dwa rodzaje
»funkcjonalno$ci” peptydow: pierwszy — to zalezny od sekwencji i rodzaju aminokwaséw oraz
ich struktury drugorzgdowej daleko-zasiggowy transport elektronéw mediowany przez peptydy,
oraz drugi — antybiotyczny wplyw naturalnych kationowych peptydow z grupy AMP
(antimicrobial peptides) na modelowe blony komorkowe. Kazdy z zakreslonych celow
oddzielnie juz moglby sta¢ si¢ trescia dwu osobnych rozpraw doktorskich, jednakze
umieszczenie ich razem w rozprawie spowodowalo, Ze oczekiwalem eksperymentalnego
powiazania celu pierwszego z drugim i1 w efekcie bardzo interesujacych wynikéw. Wyniki
rzeczywiscie sa bardzo interesujace, jednakze badania transportu elektronow przez dipeptydy
czy oligoproling (maksymalnie 4 proliny), cho¢ bardzo istotne z punktu widzenia np. elektroniki

molekularnej, czy transportu energii w biomembranach, nie zostaly powiazane (bo nie mogly






by¢) z mechanizmem lizy bton biologicznych przez melityng. Jedyna wsp6lna cecha to obecnos¢
tryptofanu i proliny w lafcuchu 26 aminokwaséw melityny. Jednakze mgr Juhaniewicz
prezentujac oba te cele w pracy pokazata swoje bardzo dobre opanowanie mikroskopii STS i
AFM oraz technik Langmuira, Langmuira-Blodgett i Langmuira-Schaeffera dla potrzeb
tworzenia i badania struktur molekularnych (w tym zlacz molekularnych), technik
elektrochemicznych oraz zdolnosci syntetyczne w samodzielnej syntezie peptydow

wykorzystanych w pracy doktorskie;j.

Ocena formalnej strony rozprawy.

Praca napisana jest w jezyku angielskim, zgodnie z zaleceniami FNP dla tego typu studiow
doktoranckich, na ile mogltem oceni¢ jako non-native speaker — bardzo dobrze, na 147 stronach
(bez literatury, 268 pozycji). llosé pozycji literaturowych pozwala sadzi¢, ze p. mgr Juhaniewicz
w sposob istotny poglebita swojg wiedzg. Czg$¢ eksperymentalna, prezentujaca wyniki Autorki,
obejmuje zdecydowana wigkszos¢ tekstu, za$ czgd¢ teoretyczna podaje niezbedna wiedze dla
zrozumienia istoty prowadzonej pracy badawczej oraz przedstawionego wnioskowania, dajac
recenzentowi szans¢ ustosunkowania si¢ do niego. Catos¢ rozprawy przedstawiona jest w sposdb
logiczny i przejrzysty, spelniajac wymogi pracy doktorskie;..

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej.

Ocen¢ merytoryczng pracy doktorskiej mgr Joanny Juhaniewicz pozwole sobie poprowadzié
osobno dla czgsci dotyczacej ztacz molekularnych (par. 9 1 10 oraz podrzedne) i osobno dla
pozostalej cz¢sci dotyczacej dziatania melityny na warstwy biomimetyczne. Oprécz pozytywnej
mojej ogoélnej oceny formalnej strony pracy, zauwazylem pewne braki w konsekwencji
przedstawianego materialu badawczego (np. pominigcie niektorych rezultatow badan), ktére jako
recenzent ponizej przedstawig, gdyz obrona rozprawy doktorskiej zaklada dyskusje¢, obrone
zalozen, tez, sposobu przedstawienia wynikéw, no i doktorantka powinna mie¢ si¢ przed czym
broni¢. Wobec tego, chciatbym prosi¢ Pania mgr Joanng Juhaniewicz o ustosunkowanie sie do
ponizszych uwag:
Cze¢$¢ dotyczaca zlacz molekularnych.

1. Dlaczego przy analizie charakterystyk monowarstw peptydowych z pomiaréw EIS i
QCM, zestawione zostaty osobno dipeptydy (Table 6) i PRO 1- 4 (Table 8), a nie
zostaly zebrane calosciowo wyniki w celu pordwnania TYR, TRP, PRO 1 i ALA (z






wlasnej publikacji)? Przeciez wzmocniloby to wnioskowanie o ,upakowaniu”
monowarstwy. To samo rozumowanie zastosowala Pani przy omawianiu szeregu

PRO 1-PRO 2.
2. Wartosci pradu tunelowania dla PRO 1 — PRO 2 zostaly tylko przedstawione dla

potencjatu +0,5 V, nie przedstawiono wynikéw dla ujemnego zaburzenia. Na rys. 28
pokazana jest taka krzywa dla TRP i TYR. Czy dla PRO 1 jest ona symetryczna?
Chyba nic nie przeszkadzato przedstawi¢ tabelk¢ podobng do Table 7? Skoro tabela
ta porownuje TRP, TYR, ALA, to czemu nie wlaczyta Pani wynikéw dla PRO 1?

3. Co z symetrig krzywej prad/potencjat dla szeregu PRO 1 - 4?
4. Jak wyglada oszacowanie bl¢du dla krzywych z Fig. 28

5. Poprosze o wyrazne stwierdzenie, czemu przypisa¢ brak symetrii krzywej dla TRP:
jaki element zlgcza jest za to odpowiedzialny. O ile zrozumialem wywod na str. 83,

nie jest to ani moment dipolowy ani szczegélna struktura drugorzedowa.

6. Potraktowala Pani technik¢ spektroskopii impedancyjnej bardzo wybioérczo, podajac
tylko wynikowg warto$¢ pojemnosci warstw. Dlaczego wobec tego pokrycie
powierzchni, ktére jest najwigksze dla PRO 1 (ok. 2x wigksze niz TRP), co
odpowiada najbardziej ,,upakowanej” monowarstwie, nie idzie w parze z najnizsza
pojemnoscia wlasciwa?

Jestem pewien, Ze calo$¢ syntetycznie przedstawiona znacznie bardziej uwiarygodnilaby
wnioskowanie. Uwazam rowniez, ze wykazanie iz wydajnosé (efficiency) przeniesienia
elektronéw w peptydowym ztaczu molekularnym zalezy od ,,sztywnosci zlacza”, wniosek wazny
i wynikajacy z tej czesci pracy, wymaga blizszego przedstawienia uzasadniajacego modelu
zawartego w pracy Shin et al. (poz. 89 w spisie cytowan). Prosze o zrobienie tego w trakcie
obrony.

Oddzialywanie melityny z warstwami biomimetycznymi.

Ta czegs¢ pracy jest znacznie bardziej obszerna niz poprzednia. Doktorantka w sposéb
rzeczowy 1 logiczny motywuje wybér lipidéw, ktore wykorzystuje do tworzenia warstw
biomimetycznych poddawanych dziataniu melityny. Zdajac sobie sprawe z ogromnej ilosci
mozliwych wyboréw czasteczek lipidéw tworzacych matryce lipidowa blon biologicznych oraz

mozliwe sposoby oddziatywania melityny i tworzonych przez nig struktur z blonami






biologicznymi, redukuje swoj wybdér do lipidéw o takich samych nasyconych tancuchach
acylowych lecz o réznych grupach polarnych: od obojnaczej DMPC do ujemnych DMPG i
DMPS. Dodatkowo, wlasciwosci powierzchniowe oraz organizacja warstw, ale tylko do warstw

DMPC, modyfikowana byta przez dodanie cholesterolu. Pytanie pierwsze:

1. Czym bylo to spowodowane, ze warstwy DMPG i DMPS nie byly badane w

obecnosci cholesterolu?

Warstwy Langmuira. Pierwsza czescia tego typu eksperymentéw bylo badanie wptywu
melityny na warstwy Langmuira tworzone z wymienionych lipidéw, w zaleznosci od rodzaju
grupy polarnej, temperatury, pH i mocy jonowej oraz ilosci i sposobu dodania peptydu: do
roztworu tworzacego monowarstwe Langmuira, czy do tzw. subfazy, na ktorej uprzednio zostata
utworzona monowarstwa lipidowa. Pani mgr Juhaniewicz w swojej pracy wykazala, ze peptyd
wbudowuje si¢ w warstwy Langmuira utworzone z powyzszych lipidéw, powodujac zwigkszenie
cieklosci warstwy oraz zanik przejscia fazowego (u odpowiednich lipidéw). Oddziatywanie
peptydu bylo niespecyficzne, jednak zalezalo znaczaco od organizacji lipidowej warstwy
Langmuira (ci$nienia powierzchniowego monowarstwy) i fadunku jej grupy polarnej oraz tego,
czy warstwa tworzona byla na czystej wodzie, czy na buforowanym roztworze 150 mM NaCl.
Obserwowane w tym ostatnim przypadku istotne r6znice zachowania DMPS wynikaja z istnienia
fazy cieklej-skondensowanej, podczas gdy na wodzie warstwa DMPS tworzy faze
skondensowang. Pytanie drugie:

2. Dlaczego jednak wptyw melityny bardziej uwidacznia si¢ w przypadku fazy cieklej-
skondensowanej, niz w przypadku fazy skondensowanej lub cieklej-rozprezonej
(liquid-expanded)? Moze ma to zwiazek z zachowaniem samej melityny w obecnosci
i nieobecnosci buforu (Fig. 37, str. 96). Dla jasnosci i konsekwencji we
wnioskowaniu brakuje mi w tej czesci pracy tabel dla ukladu DMPS(melityna)/woda,
jest tylko DMPS(melityna)/bufor, a w przypadku DMPG jest przeciwnie —
Zamieszczono tabele dla uktadu DMPG(melityna)/woda, brak
DMPG(melityna)/bufor. Wnioski plynace z tej czgsci pracy, ze wptyw melityny na
monowarstwy na swobodnej powierzchni zalezy od upakowania warstw i tadunku na
powierzchni uwazam za shuszny, cho¢ przydatoby si¢ sprawdzi¢ jeszcze ten wniosek

w zaleznosci od pH, przy stalej mocy jonowej, co powinno lepiej pokazaé¢ wpltyw






oddzialywania elektrostatycznego, ktore wedlug Doktorantki jest przyczyna adsorpcji
peptydu na powierzchni monowarstwy i blokowania penetracji.

Dwuwarstwy lipidowe. Ten sam uklad lipidowy zostal nastgpnie wykorzystany do

wytworzenia biomimetycznych dwuwarstw lipidowych metoda Langmuira-Blodgett/Langmuira-
Schaeffera na odpowiednio przygotowanej powierzchni elektrody ztotej. Badania warstw przed i
poddanych dziataniu melityny w roztworze elektrolitu w funkcji czasu, w obecnosci pary redoks
jako probnika organizacji warstw, wykonata mgr Juhaniewicz metodami elektrochemicznymi —
chronowoltamperometrii  cyklicznej oraz spektroskopii impedancyjnej (EIS). Wyniki
potwierdzaja wnioskowanie wysnute na podstawie badan warstw Langmuira o najwigkszej
odpornosci na dzialanie peptydu w przypadku warstw DMPC:CHOL oraz DMPS. Mam jednak
dwie uwagi: jedna dotyczy wynikéw EIS, druga — woltamperometrii cyklicznej z Fig. 59.

3. Najpierw EIS: abstrahujac od tego, ze zawsze powinien by¢ podany biad

dopasowania modelu do wynikéw, czy w postaci procentéw, czy tzw. DOF lub innej,
tabele od 14 do 18 zawieraja parametry obwodéw zastepczych modelujacych
elektrochemiczne procesy w dwuwarstwach, ale do interpretacji wplywu melityny
wykorzystano tylko zmiang¢ pojemnosci i zmiane oporu przeniesienia tadunku
probnika. Jak juz napisalem wyzej, zmiany te bardzo tadnie koreluja z wnioskami
plynagcymi z badan warstw Langmuira. Natomiast nie oméwiono zmian zawady
Wartburga, Zw, ktora rosnie wraz z czasem oddziatywania peptydu z dwuwarstwg
lipidowa. W przypadku DMPC:CHOL prawie szesciokrotnie. Co ten wzrost moze

oznaczac?

4. Woltamperomatria cykliczna: owszem, moge zgodzi¢ sig, ze sigmoidalny ksztalt
krzywej cyklicznej moze sugerowaé brak przej$cia symetrii obszaru dyfuzyjnego ze
sferycznej w liniowa (Fig. 59), ale tylko sugerowa¢. Wniosek ten nalezy sprawdzié
zwigkszajac szybkos$¢ zmian potencjalu. Wedlug teorii AST ksztalt nie powinien
zaleze¢ od tej szybkosci, natomiast mozna oszacowaé gesto$é i rozmiar defektéw

tworzonych przez melityng w dwuwarstwie.

Obrazowanie AFM dwuwarstw lipidowych przeniesionych na mike wykonane prze Panig
mgr Joann¢ Juhaniewicz w pelni potwierdza wnioski ptynace z poprzednich technik
badawczych odnosnie wplywu peptydu na membrany biomimetyczne zaleznego of

polarnosci czgsci hydrofilowej lipidu i uprzedniej organizacji tancuchéw hydrofobowych.
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Bardzo ciekawg byla obserwacja powstawania lipidowej fazy Pg’ (ripple phase) dla
warstw lipidowych na substracie statym, poprzedzone tworzeniem przez peptyd porow w
dwuwarstwie DMPC, ale co jeszcze ciekawsze — rowniez dla dwuwarstwy DMPS, bez
uprzedniego tworzenia przez melityng poréw w warstwie. Myslg, ze ta obserwacja
dokonana przez Doktorantke¢ po raz pierwszy, otwiera szerokie pole do dalszych badan
nad mechanizmem powstawania fazy Pg’ w zalezno$ci od rodzaju warstw, sposobu
osadzania i rodzaju podloza, a takze czynnika powodujacego lokalne zaburzenie/przejscie

fazowe lipidow.

Muszg stwierdzi¢ na zakonczenie mojej recenzji, ze bardzo wysoko oceniam sobie zakres
przedstawionych prac badawczych oraz osiggnigte w nich wyniki. Rezultaty badan
prowadzonych przez Pania mgr Joanne Juhaniewicz, dotyczace pierwszej czesci zostaly
opublikowane w 3 publikacjach naukowych, wszystkie listy filadelfijskiej o duzym
wspolczynniku IF 2.676 — 4.416 (Langmuir, Bioelectrochemistry., J. Electroanal. Chem.).

Doktorantka w 2 z nich jest pierwsza wspotautorka.

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

dopuszczenie Pani mgr Joanny Juhaniewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Pawen/(rysiflski

—







Dr hab. Szczepan Zapotoczny, prof. UJ
Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Chemii

Email: zapotocz@chemia.uj.edu.pl

Tel. 12 6632254

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Joanny Juhaniewicz

pt.: “PEPTIDES AS FUNCTIONAL NANOSTRUCTURES IN MOLECULAR LAYERS”

Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Juhaniewicz obejmuje zagadnienia
zwigzane z otrzymywaniem i badaniem warstw molekularnych ztozonych z
wybranych peptydéw. Zasadniczym celem pracy okreslonym przez doktourantke
byto zastosowanie peptydow jako funkcjonalnych nanostruktur w modelowych
uktadach biologicznych. W ramach tego, dos¢ szeroko zakreslonego celu,
d'oktorant'ka zdefiniowata bardziej szczegétowe cele badawcze. Pierwszy z nich
obejmowat okreslenie wptywu aminokwaséw oraz drugorzedowej struktury
wybranych peptydow na wydajnos¢ przeniesienia elektronu realizowanego
poprzez tancuchy peptydowe. Drugim celem byto zbadanie wptywu melityny
(peptyd, sktadnik jadu pszczelego) na modelowe membrany fosfolipidowe.
Przedstawione cele badawcze zostaty jasno okreslone, a metodologia podejscia
do osiggniecia tych celow zostata opisana przez doktorantke z uwzglednieniem
szeregu komplementarnych technik badawczych. Tematyka obejmujaca niniejszg
rozprawe doktorska sytuuje sie w szerokim nurcie badawczym prowadzonym od
lat w zespole Pani Profesor Renaty Bilewicz, a ostatnio szczegodlnie rozwijanym
.p'r.zez promotora niniejszej pracy, dr hab. Stawomira Seka. Sadze, ze
doswiadczenie badawcze, ktére doktorantka miata okazje zdoby¢ w zespole oraz
podczas stazu zagranicznego byto bardzo istotnym elementem, niezbednym do

osiggniecia zadanych celdw pracy, w trudnej technicznie dziedzinie badan.
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Wydziat Chemii
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fax +48(12) 634 05 15

sekretar@chemia.uj.edu.pl

www.chemia.uj.edu.pl






Cata rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim przy klasycznym i przejrzystym
Ip'cidziale hél czesc literaturowg i doswiadczalng. W tym miejscu musze stwierdzi'é, 7e jezyk
rozprawy zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i gramatycznym oraz stylistycznym jest
bardzo dobry, nie dajgc szans recenzentowi na wykazanie sie znalezieniem chocby btedow
literowych. Co wiecej, uzycie jezyka angielskiego w tej naukowej rozprawie pozbawito mnie
takze szans na znalezienie, zwykle czestych w rozprawach pisanych w jezyku polskim, btedow
terminologicznych czy tez kalek jezykowych pojawiajgcych sie przy ttumaczeniu angielskich
okreslen na jezyk polski. Jedynym powtarzajgcym sie btedem, szczegdlnie na wykresach, byto
zastosowanie w zapisie liczb wymiernych przecinka zamiast kropki, ktdra w jezyku angielskim
uzywana jest do oddzielenia cyfry jednosci od cyfry czesci dziesietnych. Nie wptywa to jednak w
najmniejszym stopniu na czytelnos$¢ przekazywanych informacji. Jedyny ,grubszy” btad, ktory
‘udato mi --s:ie wychwycié¢, to brak odniesienia w tekscie do rys. 30 — brak ten jednak jest
zaniedbywalny w kontekscie wysokiej jakosci edytorskiej catej rozprawy.

Czes¢ literaturowa rozprawy obejmuje opis zasadniczych struktur, proceséow oraz metod
badawczych  wykorzystywanych w czesci  eksperymentalnej. Opisane sg zaréwno
samoorganizujgce sie monowarstwy na ztocie, jak i warstwy molekularne otrzymywane
technikami Langmuira-Blodgett i Langmuira-Szaefera. Opis procesu przeniesienia elektronu w
ztaczu molekularnym pomiedzy elektrodami metalicznymi, czy tez roli poszczegdinych
sktadnikow membran biologicznych przedstawione s3 w stopniu wystarczajgcym dla
zrozumienia wynikow uzyskanych w czesci eksperymentalnej rozprawy, nawet dla osoby nie
bedacej specjalista w danej dziedzinie. Jest to, moim zdaniem, wtasciwe podejscie do zakresu
‘czedci literaturowej, a sposob przedstawienia tej zfozonej tematyki swiadczy o zgtebieniu przez
doktorantke przedstawianych tresci. Doktorantka przedstawita takze istotno$¢ podejmowanej
przez nig tematyki w zakresie badann podstawowych w kontekscie rzeczywistych probleméw
obecnych w uktadach biologicznych. W czesci literaturowej rozprawy pewien niedosyt
pozostawia jedynie zbyt skrotowe opisy niektérych technik, np. elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej, ktora byfa_czqsto uzywana w dalszej czesci pracy. Podsumowanie czesSci
literaturowej wypada jednak ogdlnie bardzo pozytywnie, gdyz doktorantka unikajgc

~kwiecistego” stylu zawarta w sposdb zwarty i merytorycznie poprawny zaréwno podstawy, jak i






obecny stan wiedzy w opisywanych zagadnieniach, wykorzystujac cytowania ponad 220
publikacji naukowych.

Czes¢ eksperymentalna zawiera na poczatku, w formacie publikacyjnym, informacje na
temat uzytych odczynnikéw, sprzetu oraz technik przygotowania warstw molekularnych.
Kolejne dwa rozdziaty opisujg badania dotyczace przeniesienia elektronu (przewodzenia) w
‘sa'moorgan'izujacych sie monowarstwach, utworzonych przez, zsyntetyzowane uprzednio przez
doktorantke, krotkie peptydy. Wyniki tych badan przedstawione s w sposob systematyczny z
rownoczesng wnikliwg dyskusjg wyptywajaca z przedstawianych kolejno  wynikow
eksperymentalnych. Na uwage zastuguje kompleksowe podejscie do charakteryzacji
monowarstw peptydoéw na ztocie przy uzyciu komplementarnych metod elektrochemicznych
oraz mikrowagi kwarcowej przed wtasciwymi eksperymentami metoda skaningowe;j
spektroskopii tunelowej (STS). Przeprowadzone przez doktorantke pomiary krzywych natezenia
pradu w funkcji odlegtosci dla zfgcz typu Au-S-peptyd-S-Au przynosza informacje na temat
wptywu struktury badanych peptydow na efektywnos¢ przenoszenia elektronu, na poziomie
pojedynczych czasteczek. Wyniki przedstawione przez doktorantke prowadza do zasadniczej
‘konkluzji z tej czesci pracy, ze efektywna$é transferu elektronu dla badanych trzech peptydéw
zawierajacych odpowiednio: tyrozyne, tryptofan i alanine, w niewielkim stopniu zalezy od
zastosowanego aminokwasu. Efektywnos¢ ta zalezy zatem gtéwnie od struktury tancucha
gldwnego, a nie grup bocznych w peptydzie. Ponadto, doktorantka krytycznie poréwnuje wyniki
swoich badan z wynikami dla podobnych struktur w literaturze Swiatowej, a zaobserwowane
nawet niewielkie asymetrie w krzywych natezenie-napiecie prowadza ja do wnioskéw na temat
skorelowania wptywu momentu dipolowego czasteczki na efektywnos¢ przeptywu pradu w
okreslonym kierunku wzdtuz czasteczki umieszczonej w ztgczu. Bardzo ciekawg grupe zwigzkow
badanych przy pomocy STS stanowig peptydy zawierajgce proline w faricuchu w zmiennej liczbie
w zakresie 1-4. W tym wypadku okazato sie, ze mostki prolinowe znacznie poprawiajg
‘przewodnijctwo taricucha peptydowego zblizajgc jego przewodno$¢ zaskakujgco blisko do tej
mierzonej dla peptydow o strukturze heliakalnej, co sugeruje brak istotnego udziatu wigzan
wodorowych dla sciezki przemieszczania sie elektronow. Wyniki uzyskane w tej czesci pracy

oceniam wysoko - sg one istotne w rozwoju wiedzy na temat zjawiska przewodzenia w






tancuchach peptydowych. W catym opisie brakuje mi jednak troche ,pochwalenia sie” przez
doktorantke szczegdtami przebiegu pomiaréw za pomocg STS, m.in. chocby szacunkowym
prawdopodobieristwem uzyskania wynikow pojedynczych pomiaréw prezentowanych zbiorczo
w postaci histograméw na rys. 27 i 32. Brak tez informacji o tym, czy eksperyment dla danego
peptydu byt prowadzony przy uzyciu jednego ostrza pomiarowego oraz ewentualnej obrébki
statystycznej wynikéw z histogramow.

Rozdziaty 11-13 rozprawy dotyczg badan warstw molekularnych zawierajgcych melityne
(ang. melittin) - dodatnio natadowany peptyd o dziataniu bakteriobdjczym, bedacy sktadnikiem
jadu pszczelego. Jest to tematyka bardzo wazna i aktualna szczegdlnie w kontekscie ostatnich
‘doniesien o zastosowaniu melityny jako srodka przeciwko wirusowi HIV. Badania podstawowe
dotyczace oddziatywania tego peptydu z modelowymi warstwami molekularnymi sg istotne dla
zrozumienia dziatania melityny na zywe komorki. Doktorantka badata zaréwno warstwy na
granicy faz powietrze-woda, jak i warstwy wyniesione na state podtoza stosujgc zwitterjonowe i
ujemnie natadowane fosfolipidy oraz cholesterol do konstrukgji tych warstw.

Podstawowy wniosek z badan na monowarstwach na granicy faz brzmi: melityna
nieselektywnie penetruje monowarstwy, a poziom jej oddziatywan zalezy od stanu fizycznego
monowarstwy i fadunku grup polarnych fosfolipidow. Wiecej informacji na temat tych
oddziatywann dostarczyty badania elektrochemiczne na biwarstwach wyniesionych na
powierzchnie ztota. Uzycie kilku metod badawczych oraz poréwnanie wynikéw dla monowarstw
i odpowigdajacych im biwarstw dostarczyto wiarygodnych danych do wysuwanych przez
doktorantke wnioskow. Zaobserwowane réznice w podatnosci poszczegélnych uktadow na
wnikanie melityny oraz na kinetyke tego procesu tftumaczone sg nie tylko réznicami w ptynnosci
warstw oraz fadunku tworzacych je fosfolipidow, ale takze specyficznym zachowaniem peptydu,
ktory adsorbuje sie na powierzchni warstwy (co moze chwilowo obnizac jej przepuszczalnos¢ dla
jondéw), a nastepnie reorganizuje powodujac rozluznienie struktury warstwy i wzrost jej
przepuszczalnosci. Zaobserwowano tez jakosciowag roznice w obserwowanych zmianach w
biwastwach w zaleznosci od zastosowanego stezenia melityny (1 i 10 pM).

Nie sposob odnies¢ sie do wszystkich, moim zdaniem wartosciowych i poprawnych

wnioskow z tej czesci badan, wiec odniose sie jedynie do swoich watpliwosci w tym temacie.






Zgodnie z opisem, uktad pomiarowy byt tak skonstruowany, Ze czas inkubacji w roztworze
melityny byt staty (15 min) dla wszystkich biwarstw, ktére po przemyciu byty przetrzymywane w
czystym buforze (bez melityny) przez rdéiny czas i odpowiednio badane. Czy $lepa proba z
‘samym bl:!f'orem bez inkubacji w roztworze melityny byta przez doktorantke przeprowadzona?
Dlaczego biwarstwy nie byly inkubowane przez dtuiszy czas melityng, w szczegdlnosci przy
zastosowaniu jeszcze mniejszego jej stezenia. Takie eksperymenty pomodgtby pomoc
zweryfikowac wnioski dotyczgce reorganizacji zaadsorbowanej melityny na powierzchni biwarst.

Na koncu nalezy jeszcze wspomniec¢ o obrazowaniu zachowania biwarstw pod wptywem
melityny prowadzonym za pomocg mikroskopii sit atomowych (AFM) dziatajacej w tzw. trybie
MAC. Otrzymane obrazy dostarczyly dodatkowych informacji na temat struktury membran,
powstawania porow czy tez uptynnienia, potwierdzajgc generalnie wnioski uzyskane z
poprzednich technik pomiarowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa stanowi bardzo interesujacy wkitad w
-badania plodstawowe nad warstwami molekularnymi zawierajagcymi peptydy i zawiera istotne
elementy nowosci naukowej. Pani mgr Joanna Juhaniewicz wykazata sie bezsprzecznie
umiejetnoscig prowadzenia pracy badawczej na wysokim poziomie, wtasciwego doboru technik
badawczych i wyciggania rzetelnych wnioskow na podstawie uzyskanych wynikow badan.
Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace stwierdzam, ze spetnia ona wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Wnoszg, zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Joanny Juhaniewicz do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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