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Opinia o rozprawie doktorskiej mgr Jana Pawlowskiego zatytulowanej:
»2Badanie struktury i wtasciwosci wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych
oraz ich oddziatywan z antybiotykami peptydowymi”

Btona komoérkowa, bedaca uktadem lipidow i biatek, odpowiada za réznorodne funkcje
komérkowe, od specyficznego transportu, wigzania receptoréw, utrzymania
enzymatycznej aktywnos$ci, po kontrole oddziatywan miedzykomoérkowych. Bardzo
ztozony i r6znorodny sktad naturalnych bton oraz problemy zwigzane z ich izolacja, bez
naruszenia struktury, uniemozliwiajg bezposrednig analize takich uktadéw. Z tego
powodu tworzy sie wiele uproszczonych, sztucznych uktadéw modelowych, o
okreslonym sktadzie lipidowym i wtasciwos$ciach bton biologicznych. Postepujacy
wzrost zainteresowania warstwami lipidowymi, jako ukladami biomimetycznymi,
wynika z potrzeby lepszego zrozumienia natury reakcji przebiegajacych w zywych
organizmach, na powierzchni membran komoérkowych oraz poszukiwania selektywnych
srodkéw leczniczych i dozowania ich w kontrolowany sposéb.

Do najczesciej stosowanych uktadéw biomimetycznych do badania procesow
membranowych i oddziatywan zachodzacych na poziomie molekularnym w komérkach,
dostarczajacych informacji o réznego rodzaju oddziatywaniach typu lipid-lipid, lipid-
biatko czy ligand-receptor, naleza dwuwarstwy lipidowe na podiozu stalym. Dogodnag
technikg ich preparacji jest adhezja, scalanie pecherzykéw lipidowych (liposomdéw), ich
pekanie i rozplywanie. Ta metoda nazwana ,technikq rozktadania liposoméw”, po raz
pierwszy zaproponowana przez Briana i McConnella, jest czesto stosowana, miedzy
innymi do badania adsorpcji biatek, ich samoorganizacji i lokalizacji w obszarze faz
lipidowych oraz funkgcji biatek. Jest to dogodna technika preparacji wielosktadnikowych
warstewek réznych lipidow i biatek w $rodowisku wodnym, co ma istotne znaczenie
szczegblnie w przypadku biatek, ktére mogtyby ulec procesowi denaturacji.

Pomimo roznorodnosci i dostepnosci wielu technik badania membran lipidowych na
podiozu stalym przez dtuzszy czas niedostepne byly informacje o strukturze i
wtasciwosciach takich uktadow w skali manometrycznej. Taka charakterystyke
umozliwia mikroskopia sit atomowych (AFM), ktdra jest szeroko wykorzystywana do
analizowania struktury i strukturalnych defektéw membran, wptywu czynnikéw
zewnetrznych oraz sktadu filméw lipidowych na ich strukture i organizacje, a takze
Sledzenia mechanizméw tworzenia warstewek lipidowych. Dodatkowg zaletg tej
techniki jest mozliwo$¢ prowadzenia pomiaréw w czasie rzeczywistym i w §rodowisku
wodnym oraz bezposSredniego pomiaru fizycznych wtasciwosci badanej powierzchni w
wysokiej rozdzielczosci.

Recenzowana praca doktorska zatytutowana ,Badanie struktury i witasciwosci
wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych oraz ich oddzialywann z antybiotykami
peptydowymi” autorstwa pana mgr Jana Pawtowskiego, wykonywana pod opieka naukowa
dr hab. Stawomira Seka, dobrze wpisuje sie w badania uktadéw biomimetycznych na
poziomie molekularnym i wigZze sie integralnie z tematyka badan prowadzonych w
Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Celem pracy byto zbadanie wtasciwosci fizykochemicznych uktadéw biomimetycznych w
postaci dwuwarstw lipidowych utworzonych z podstawowych lipidéw btonowych: DPPC,
DMPC, DOPC, rowniez w mieszaninach z cholesterolem i sfingomieling (imitujace tzw. rafty
lipidowe) oraz natury specyficznego oddziatywania wybranych antybiotykéw peptydowych
(lizeniny i melityny) z tymi ukladami. Na podstawie wnikliwego przestudiowania
tematycznej literatury dotyczacej charakterystyki i witasciwosci badanych lipidow i
peptydow Doktorant starat sie wybra¢ odpowiedni uktad dwuwarstwy lipidowej
utworzonej z lipidow btonowych na podtozu statym, ktéry preferuje powstawanie domen
lipidowych bogatych w sfingomieline lub sfingomieline i cholesterol. W tym celu
przeprowadzit wiele dobrze zaplanowanych, usystematyzowanych i udokumentowanych
badan doswiadczalnych z wykorzystaniem miedzy innymi:

- wanny Langmuira do zdefiniowania parametréw blony (ci$nienie, stan fizyczny,
rozmiary czasteczek) i okreslenia oddzialywan pomiedzy sktadnikami (organizacja i
mieszalno$¢ sktadnikoéw) na granicy faz woda-powietrze;

- mikroskopii sit atomowych (ATM) i skaningowej mikroskopii tunelowej (STM) do
badania in situ w Srodowisku wodnym procesu tworzenia dwuwartsw lipidowych na
podtozu statym w wyniku adhezji, scalania i pekania liposomoéw, zobrazowania ich
struktury, analizowania rozdzialu fazowego, wizualizacje domen w dwu- i
tréjsktadnikowych dwuwarstwach jako modelowych uktadéw raftow lipidowych oraz
mechanizmu oddzialtywan peptydéw z btonami lipidowymi.

Rozprawa doktorska mgr Jana Pawtowskiego zawarta jest na 205 numerowanych stronach
1acznie ze stronami tytutowymi, spisem tresci oraz zestawieniem cytowanej literatury.
Praca sktada sie z trzech gtownych czesSci, w ktorych Doktorant przedstawit przeglad
literaturowy, badania wtasne obejmujace metodyke badan doswiadczanych oraz otrzymane
wyniki z réwnoczesnym ich dyskusyjnym komentarzem zakonczonym krotkim
podsumowaniem kazdego rozdzialu. Taki sposdb prezentacji wynikow jest bardzo
przejrzysty i godny polecenia. Cata praca zawiera 17 rozdziatéw, przy czym dwa ostatnie
obejmujg krotkie streszczenie i wnioski oraz spis publikacji wiasnych. Na zakonczenie
Autor umiescit spis cytowanej literatury obejmujacy 231 pozycji od 1891 roku.

Czes$¢ literaturowa pracy zostata zredagowana na 72 stronach w 8 rozdziatach, gdzie
omoOwione s3 zagadnienia zwigzane z budowg bton komoérkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem raftéw lipidowych oraz modelowymi uktadami biomimetycznymi:
monowarstw na granicy faz ciecz-powietrze i dwuwarstw lipidowych na podtozu
statym. W literaturze opisanych jest wiele metod nanoszenia dwuwarstw lipidowych na
staty no$nik. Autor skupit sie na technice Langmuira-Blodgett, Langmuira-Schaefera
oraz tzw. metodzie rozktadania liposomow. Kolejne rozdziaty dotycza charakterystyki
dwoéch antybiotykdw peptydowych (melityny i lizeniny), oddzialywania lizeniny z
btonami komdérkowymi i modelowymi dwuwarstwami lipidowymi. Na zakonczenie
zostaty omdéwione podstawy skaningowej mikroskopii tunelowej (STM) i mikroskopii sit
atomowych (AFM). Przy redakcji czesSci literaturowej Doktorant skorzystat z 184
odnos$nikéw, co $wiadczy o dobrym jego przygotowaniu merytorycznym do bardzo
obszernych i wielowatkowych badan doswiadczalnych i dyskusji otrzymanych wynikow.
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Przy ocenie tej cze$ci pracy chciatabym zwrdci¢ uwage na pewne niescistosci.

-Na str. 17 Autor pisze ,Synteza glicerofosfolipidéw polega na estryfikacji jednej z
wolnych grup hydroksylowych reszty kwasu fosforowego za pomocq hydroksyzwigzkow”.
Z pewnoscig chodzi tu o najprostszy glicerofosfolipid jakim jest kwas fosfatydowy,
czyli sn-3-fosfodiacyloglicerol. Jego estrami sg wszystkie glicerofosfolipidy.

- Pewna niekonsekwencja wystepuje w nazewnictwie zwigzkéw chemicznych
wykorzystywanych w badaniach. Doktorant stosuje czesto nazwy zwyczajowe a nie
nomenklature systematyczng zwigzang z ich budowg, np.
1,2-dioleylo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC) zamiast 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholina (DOPC).

- Do okreslenia zwigzkéw powierzchniowo aktywnych uzywany jest termin detergenty
zamiast surfaktanty (surface active agents). Zwyczajowo detergent jest to pojedynczy
surfaktant lub mieszanina surfaktantéw (ze wzgledu na zjawisko synergetyzmu)
powszechnie stosowanych w preparatach myjaco-pioracych.

- Na rys. 9 przedstawiony jest obraz (odwzorowanie powierzchni) AFM (raczej nie
zdjecie AFM) dwuwarstwy lipidowej zawierajacej sfinfomieline, DOPC i cholesterol w
celu uwidocznienie domen lipidowych okres$lanych, jako rafty lipidowe. Zgodnie z
ogolnie przyjetg definicjg rafty lipidowe to niewielkie (10-200 nm), heterogenne,
wysoce dynamiczne, wzbogacone w sterole i sfingolipidy, domeny oddzielajace
procesy komérkowe. Natomiast na wspomnianym rysunku niektére domeny bogate w
cholesterol i sfingomieline, oznaczone jako zielone obszary, majg Srednice nawet do 2
um czyli sg 10 razy wieksze.

- Amfifilowos¢ lipidéw, bedacych gtéwnymi sktadnikami bton biologicznych stwarza

mozliwo$¢ badania ich wtasciwoSci na powierzchniach miedzyfazowych, miedzy
innymi, jako warstw Langmuira powstatych na granicy faz woda-powietrze. Trudno
jest mi zgodzi¢ sie z Autorem, ze warstewki naniesione na powierzchnie subfazy to
warstwy adsorpcyjne, a tym bardziej ze zdaniem na str. 36 ,Gdy na granice faz woda-
powietrze zostanie wprowadzony zwiqzek nierozpuszczalny w cieczy lub adsorpcja na
granicy faz nastepuje po zdyspergowaniu takiego zwiqzku w roztworze, w celu opisu
uktadu nalezy postuzyc¢ sie rownaniem adsorpcji Gibbsa”.
Wystepuje zasadnicza roznica w powstawaniu filmow Gibbsa oraz monowarstw
Langmuira. Surfaktanty rozpuszczalne w wodzie tworza, na drodze adsorpcji z
wnetrza roztworu, tzw. rozpuszczalne filmy powierzchniowe, zwane inaczej filmami
adsorpcyjnymi lub tez monowarstwami Gibbsa. W celu znalezienia zaleznoSci
pomiedzy wielko$cig adsorpcji na granicy faz roztwor-gaz a sktadem roztworu Gibbs
przeprowadzit rozwazania termodynamiczne dotyczgce rownowagi w takim uktadzie.
Z kolei zwigzki amfifilowe nierozpuszczalne w wodzie po ich rozpuszczeniu w lotnym
rozpuszczalniku i naniesieniu takiego roztworu na powierzchnie swobodng wody (po
odparowaniu rozpuszczalnika) tworza monomolekularne filmy powierzchniowe,
zwane filmami nierozpuszczalnymi lub filmami Langmuira.

- Dla S$cisto$ci réwnanie adsorpcji Gibbsa (réwnanie (8)) wigze zmiany napiecia
powierzchniowego ze stezeniami powierzchniowymi Gibbsa i zmianami potencjatow
chemicznych skladnikow roztworu. Wielko$¢ n{ (wymiar - mol) to nadmiar
powierzchniowy lub adsorpcja Gibbsa, a T to powierzchniowy nadmiar stezenia

(wymiar - mol/m?).
0" W A
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- W réwnaniu (4) rézniczka zupetna entalpii swobodnej to dG? (str. 35).

- W tekscie w jezyku polskim odno$niki do rysunku i tabeli pisze sie z matej litery.

- Na str. 38 Autor pisze ,Znajqc stezenie oraz objetos¢ naniesionej na granice faz
substancji, mozliwe jest obliczenie powierzchni, jaka przypada na pojedynczq molekute”.
Chodzi tu raczej o objeto$¢ roztworu, a nie substancji. Konieczna jest réwniez
znajomoS$¢ powierzchni subfazy wodnej, aby obliczy¢ powierzchnie przypadajaca na
pojedyncza czasteczke w danym stanie fizycznym (fazie) filmu.

- Zbytnim uproszczeniem jest stosowanie okreslenia powierzchnia molekularna
zamiast powierzchnia dostepna dla pojedynczej czasteczki na powierzchni subfazy lub
powierzchnia przypadajgca na jedng czgsteczka.

- Termodynamiczna charakterystyke mieszanych monowarstw mozna przeprowadzi¢
w oparciu analize nadmiarowej swobodnej entalpii (energii Gibbsa) (4G,,.) a nie
nadmiarowej energii swobodnej Gibbsa (str. 42). W opisie wynikéw str. 124 pojawia
sie juz poprawnie nadmiarowa swobodna entalpia.

- Wanna Langmuira nie stuzy do przenoszenia warstewek na podioze state (str. 43. Do tego
celu stosuje sie wanne z wbudowang studzienkg zwang wanng Langmuira-Blodgett.

Wymienione powyzej komentarze dotyczace nieScistosci i uchybien w czesci
literaturowej nie zmieniajg faktu, Ze praca doktorska zawiera obszerny, dobrze
zaplanowany i interesujacy material doSwiadczalny przedstawiony na 112 stronach w
kolejnych 8 rozdziatach obejmujacych, materialy i procedury badawcze, oméwienie i
dyskusje wynikow, streszczenie i wnioski. Na podkreslenie zastuguje przejrzysta szata
graficzna. Doktorant wyniki swoich badan zaprezentowat na 79 rysunkach
obejmujacych obrazy AFM i STM, histogramy, zaleznoS$ci sita-odlegtos$¢, izotermy n-A,
zalezno$ci C;1-m, AGeyo—7, AAgy -, ilustracji modeli struktury warstewek, a na 5
rysunkach wzory strukturalne badanych zwigzkdow.

Istotng cze$¢ pracy stanowig badania dotyczace wiasciwosci fizykochemicznych
modelowych jedno- i wielosktadnikowych dwuwartsw lipidowych na podiozu statym w
roztworze oraz monowarstw na powierzchni wody. W pierwszej kolejnosci koncentruja
sie one na obrazowaniu za pomoca AFM etapéw posrednich i organizacji dwuwartswy
podstawowego lipidu btonowego DPPC na statym no$niku w wyniku adhezji, zespalania,
pekania i formowania dwuwarstwy, a takze okreslenie czynnikow majacych wptyw na
przebieg catego procesu (rodzaj podtoza - mika i ztoto oraz obecno$¢ jonéw wapnia).

Dalsze badania obejmowaly obserwacje dynamiki tworzenia dwuwarstwy
DMPC/Chol (7/3) na powierzchni ztota z wykorzystaniem techniki STM i AFM. Autor po
raz pierwszy uchwycil moment pekania liposomu oraz tworzenie nowych odrebnych
struktur z pecherzyka lipidowego. Wyniki tych ciekawych badan, rozszerzone o pomiary
z wykorzystaniem mikrowagi kwarcowej (QCM), zostaty opublikowane w czasopi$mie
Langmuir, a mgr Jan Pawtowski jest pierwszym wspotautorem.

Przechodzac do ukladéw wielosktadnikowych Doktorant rozpoczat badania od
charakterystyki monowarstw jedno-, dwu- i trojsktadnikowych DOPC, HSM i Chol na
subfazie wodnej w wannie Langmuira, co w potaczeniu z obrazowaniem powierzchni
dwuwartstw wielosktadnikowych na powierzchni miki technika AFM pozwolito na
okreslenie, przy jakich stosunkach molowych sktadnikéw tworza sie domeny lipidowe
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bogate w sfingomieline lub sfingomieline i cholesterol. Te kompleksowe badania pozwolity
na wybor dwuwarstw do okreslenia oddziatywan z antybiotykami peptydowymi: melityny
- DOPC/HSM/Chol (7/7/6) i lizeniny - DOPC/HSM (1/1). W przypadku melityny
obrazowanie zmian w strukturze dwuwarstwy rejestrowano po wprowadzeniu jej do celki
pomiarowej AFM, natomiast do badania oddziatywan lizeniny ze sfingomieling i domenami
lipidowymi modyfikowanych chemicznie sond mikroskopu sit atomowych.

W ostatnim rozdziale zostalty omoéwione wyniki badan dotyczacych oddziatywan
czasteczek sfingolipidu (1-fosforo-N-palmitoilo-D-erytro-dihydroceramid - PDHC) z
cholesterolem na powierzchni zlota z wykorzystaniem elektrochemicznej odmiany
skaningowej mikroskopii tunelowej (EC-STM).

Autor z nawigzka zrealizowat zaplanowane do realizacji cele badawcze, ktére wymagaty
przeprowadzenia ogromnej iloSci bardzo dobrze przemyslanych, systematycznych i
precyzyjnych badan wymagajacych pracowito$ci i staranno$ci. Trudno w recenzji
szczegbtowo przedyskutowaé wszystkie osiggniecia naukowe Doktoranta, dlatego
chciatabym zwr6ci¢ uwage tylko na niektore.

- Zastosowanie mikroskopii AFM i STM pozwolito Autorowi na rejestracje w wysokiej
rozdzielczo$ci i w skali nono etapéw procesu formowania dwuwarstwy w wyniku
rozktadania liposoméw, co w konsekwencji pozwolito na wskazanie réznic w
mechanizmie jej tworzenia na hydrofilowej powierzchni miki i hydrofobowego ztota.

- Wykazanie, Ze pomiedzy polarng powierzchnig miki a dwuwarstwa DPPC pozostaje film
wody o grubosci do 3 warstewek (ok. 1 nm), podobnie jak przy przenoszeniu wysoce
zorganizowanych filméw Langmuira na podtoze state technikg Langmuira-Blodgett.

- Cenne jest rowniez porownanie grubosci dwuwarstw DPPC na podstawie analizy
uzyskanych przekrojow odwzorowan warstewki i zaleznoSci sita-odlegtos¢
zarejestrowanych za posrednictwem spektroskopii sit atomowych.

- Pokazanie, Zze w przypadku wielosktadnikowych bton biomimetycznych zawierajgcych
DOPC i HSM zmiany w strukturze i organizacji dwuwarstwy zwigzane s3 ze sktadem
lipidéw btonowych. Zaproponowanie struktur molekularnych dwuwarstw DOPC/HSM
1/1 (rys. 85) i 1/9 (rys. 88) o réznym sktadzie wewnetrznej i zewnetrznej warstwy w
poszczegblnych obszarach dwuwarstwy, wynikajacych z separacji fazowej sfingomieliny
na faze nieuporzadkowana Lq i ciekta uporzadkowana Lo.

- Wykazanie na podstawie analizy krzywych sita-odlegtos¢, ze dodatek cholesterolu
wptywa zaréwno na morfologie jak i strukture poszczegdélnych obszaréw domen
lipidowych, potwierdzajac jednoczesSnie wystapienie efektu uporzadkowania
struktury warstw przez sterol.

- Przedstawienie na podstawie badan z zastosowaniem spektroskopii sit atomowych
korelacji wtasciwosci nanomechanicznych dwuwartsw lipidowych w zaleznosci od
sktadu i morfologii badanych uktadéw modelowych.

- Przeprowadzenie = kompleksowych badan oddziatywan dwu modelowych
antybiotykéw peptydowych z wybranymi uktadami biomimetycznymi, wykazujacymi
tendencje do tworzenia domen lipidowych pozwolito zobrazowa¢ sposéb i mechanizm
ich oddziatywania - melityny przede wszystkim w obszarach matrycy lipidowe;j
zawierajacej gtownie DOPC, natomiast lizeniny specyficznie wigzacej sie ze
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sfingomieling. Sg to istotne badania nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale takze
potencjalnego wykorzystania tych zwigzkéw jako nowych lekéw antybiotykowych.

-Wykazanie na podstawie analizy zarejestrowanych obrazéw STM warstw
adsorpcyjnych PDHC/Chol na ztocie istotnych réznic w mechanizmie ich tworzenia
oraz nowej, dotad nieobserwowanej struktury cholesterolu na tym nosniku. Moze to
$Swiadczy¢ o tym, Ze czasteczki sfingolipidu moga w istotny sposéb wplywaé na
strukture powstajacych domen cholesterolowych.

Z obowigzku recenzenta chciatabym zwré6ci¢é uwage na pewne niedoskonatosci

wystepujace w czesci eksperymentalnej i przy dyskusji wynikow badan.

- Jak juz wspomniatam przy omawianiu czesci literaturowej warstewki Langmuira
tworzy sie przez nanoszenie zwigzkow amfifilowych na subfaze wodna, dlatego tytut
rozdziatu 9.2 ,Badania proceséw adsorpcyjnych na granicy faz woda-powietrze i
oddziatywan lipid-lipid” uwazam za niewtasciwy. Nawet, jezeli chodzitoby o procesy
adsorpcyjne to adsorpcyjne pisze sie przez litere p a nie b (str. 5 i 86).

- Na str. 121 przy zdaniu ,lzoterma cholesterolu wykazuje silny wzrost,
charakterystyczny dla monowarstwy o niskiej scisliwosci i wysokim stopniu upakowania
czqsteczek” cytowania jest pozycja [207] [M. Jurak, Changes in stability of the DPPC
monolayer during its contact with the liquid phase, Chem. Phys. Lip. 165 (2012) 302-
310]. Z tytutu tej pracy wynika, Ze badania dotycza DPPC, nie cholesterolu. Cytowanie
powinno dotyczy¢ pozycji [208] [M. Jurak, M. Golgbek, L. Holysz, E. Chibowski,
Properties of Langmuir and solid supported lipid films with sphingomyelin, Adv.
Colloid Interface Sci. 222 (2015) 385-397]. Przy czytaniu prac, nie tylko rozprawy
doktorskiej, czesto przydatne s3 tytuty cytowanych publikacji.

- Przy omawianiu warto$ci powierzchni A, (str. 123) nie ma informacji jak ja
wyznaczono. Jedynie na podstawie warto$ci przedstawionych w tabeli 6 mozna
wnioskowac, ze przez ekstrapolacje liniowego odcinka izotermy do zerowej wartosci
ci$nienia powierzchniowego. Wéwczas A, odpowiada powierzchni przypadajacej na
czasteczke w SciSle upakowanej monowarstwie na granicy faz ciecz-powietrze. Na str.
40 jest ona oznaczona symbolem As.

- Pewna niekonsekwencja wystepuje przy oznaczeniu nadmiarowej powierzchni i
swobodnej entalpii w cz¢Sci literaturowej i eksperymentalnej, np. str. 42 - AA;; gy, @
na str. 124 AA,,.(czy sq one rownowazne?); AG; gyc VS. AGeyc.

- Na rys. 72 na str. 126 btedna jest legenda dla uktadu DOPC/HSM (1/1) i DOPC/HSM
(1/9) w poréwnaniu do podpisu rysunku.

- W celu uzyskania kompleksowych informacji o wtasciwosciach wielosktadnikowych
bton biomimetycznych zawierajacych DOPC, HSM i Chol Autor wykorzystat wanne
Langmuira i mikroskopie AFM. W przypadku dwuwarstw lipidowych proces ich
tworzenia na mice prowadzony byt w Srodowisku zbuforowanego roztworu soli
fizjologicznej (bufor fosforanowy PBS o stezeniu 0,01 M i pH=7,4) o steZeniu jonow
oraz ci$nieniu osmotycznym poréwnywalnym do panujgcego w ludzkich ptynach
ustrojowych, natomiast warstewki Langmuira nanoszono na powierzchnie wody.
Obecnos$¢ jondw z pewnoscia wplywa proces tworzenia i wiasciwosci badanych
warstewek, dlatego warto by je uzupetni¢ o badania filméw Langmuira na subfazie

buforu PBS.
0" W A
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Podsumowujac stwierdzam, ze praca prezentuje dobry poziom naukowy. Pod katem
jezykowym, edytorskim i merytorycznym napisana jest poprawnie. W tak obszernej pracy
Doktorant nie unikngt usterek interpunkcyjnych, stylistycznych i jezykowych, np.
naduzywajac okreslen anglojezycznych, np. molekuta, kolaps (a nie kolpas,), powierzchnia
molekularna, orientacja wertykalna zwtaszcza, Ze majg one polskie odpowiedniki.

Przedstawione w recenzji uwagi i komentarze w niczym nie umniejszajg wartosci
merytorycznej pracy, ktéra wnosi szereg istotnych elementéw nowosci naukowej tym
bardziej, ze cze$s¢ wynikow zostata juz opublikowana w renomowanym czasopi$Smie
miedzynarodowych o wysokim wspoétczynniku oddziatywania. Moge jednocze$nie
stwierdzi¢, ze mgr Jan Pawlowski posiada ugruntowang wiedze i umiejetnosci w
badaniu uktadéw imitujgcych naturalne membrany na poziomie molekularnym z
wykorzystaniem nowoczesnej aparatury, o czym S$wiadczy 8 opublikowanych
artykutéw, w ktérych jest wspotautorem.

Uwazam, Ze recenzowana praca catkowicie speilnia wymagania odno$nie prac
doktorskich okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65/2003 poz. 595) i wnosze o dopuszczenie mgr Jana Pawlowskiego do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoki poziom naukowy badan i oryginalny wkiad Doktoranta w
rozwigzywanie postawionych probleméw badawczych, o istotnym znaczeniu
aplikacyjnym, wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Jana Pawtowskiego.

Lublin, 03.11.2015.

Prof. dr hab. Lucyna Hotysz
Holyp
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Prof. dr hab. Lucyna Hotysz
e-mail: lucyna.holysz@umcs.pl

Rada Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego

Uzasadnienie wniosku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
mgr Jana Pawlowskiego

Praca doktorska zatytutowana ,Badanie struktury i wtasciwosci wielosktadnikowych dwuwarstw

lipidowych oraz ich oddziatywarnn z antybiotykami peptydowymi” autorstwa pana mgr Jana

Pawlowskiego zostala wykonana w Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Warszawskiego pod opieka naukowg dr hab. Stawomira Seka. Tres$¢ rozprawy dobrze

wpisuje sie w badania uktadéw biomimetycznych na poziomie molekularnym i wiaze sie integralnie

z tematyka badan promotora. Celem pracy byto zbadanie wtasciwosci fizykochemicznych uktadéw

biomimetycznych w postaci dwuwarstw lipidowych utworzonych na podtozach statych z

podstawowych lipidéw btonowych: DPPC, DMPC, DOPC, réwniez w mieszaninach z cholesterolem i

sfingomieling (imitujgce tzw. rafty lipidowe) oraz natury specyficznego oddziatywania wybranych

antybiotykéw peptydowych (lizeniny i melityny) z tymi uktadami. Autor z nawigzka zrealizowat
zaplanowane do realizacji cele badawcze, ktére wymagaty przeprowadzenia ogromnej iloci bardzo

dobrze przemyslanych, systematycznych i precyzyjnych badan wymagajacych pracowito$ci i

staranno$ci oraz przestudiowania tematycznej literatury.

Niewatpliwym sukcesem i nowos$cia naukowa prezentowanej pracy s3 badania modelowych

uktadéw biomimetycznych w wysokiej rozdzielczosci i w skali nano w $rodowisku wodnym w

wyniku, ktérych Doktorant miedzy innymi:

- po raz pierwszy uchwycit moment pekania liposomu oraz tworzenia odrebnych struktur z
pecherzyka lipidowego,

- wykazat réznice w mechanizmie oddziatywania badanych antybiotykéw peptydowych z
wybranymi uktadami biomimetycznymi, co ma istotne znaczenie przy potencjalnym
wykorzystaniu tych zwigzkéw jako nowych lekéw antybiotykowych,

- udokumentowat istnienie nieobserwowanej do tej pory struktury cholesterolu w adsorpcyjnych
warstwach lipidowych na ztocie.

Réznorodnos¢ przeprowadzonych badan i umiejetno$¢ powigzania otrzymanych wynikéw $wiadczy

o duzym profesjonalizmie Doktoranta i jego obszernej wiedzy. Na uwage zastuguje szata graficzna

rozprawy, sposob przedstawienia wynikéw oraz ich wnikliwa i zrozumiata dyskusja. O celowosci i

randze prowadzonych badan moze $wiadczy¢ fakt, ze cze$¢ z nich zostata juz opublikowana w

czasopiSmie Langmuir. Pan mgr Jan Pawtowski posiada ugruntowang wiedze i umiejetnosci w

badaniu uktadéw imitujgcych naturalne membrany na poziomie molekularnym z wykorzystaniem

nowoczesnej aparatury, o czym $wiadczy 8 opublikowanych artykutéw, w ktoérych jest
wspoétautorem.

Majac na uwadze wysoki poziom naukowy badan, inwencje badawczg i oryginalny wkiad
Doktoranta w rozwigzywanie postawionych problemoéw badawczych, o istotnym znaczeniu
aplikacyjnym, sposob przedstawienia oraz dyskusje wynikow, opublikowanie czeSci badan w
renomowanym czasopiSmie wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Jana Pawtowskiego.

Hol AL
Lublin, 03.11.2015. Prof. dr hab. Lucyna Hotysz
U
S
pl. Marii Curie-Skfodowskiej 3, 20-031 Lublin, www.umcs.chemia.pl NIP: 712-010-36-92

sekretariat: te. +48 81 537 56 56 REGON: 000001353
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Jana Pawlowskiego, pod
tytulem "Badanie struktury i wladciwosci wieloskladnikowych dwuwarstw

lipidowych oraz ich oddzialywan z antybiotykami peptydowymi"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Jana Pawlowskiego pod
tytulem "Badanie struktury i whasciwosci wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych oraz
ich oddzialywati z antybiotykami peptydowymi" zostala zrealizowana w Pracowni Teorii i
Zastosowan Elektrod na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem
Pana dra hab. Stawomira Seka.

Praca dotyczy otrzymywania warstw lipidowych na powierzchni miki oraz zlota,
okreslania dystrybucji sktadnikéw warstw lipidowych metodami mikroskopii sit atomowych i
skaningowej mikroskopii tunelowania, a takze badania oddziatywan struktur lipidowych z
wybranymi antybiotykami peptydowymi.

Dwuwarstwy lipidowe osadzone na statych podtozach sg ukladem modelowym blon
komérkowych i dzieki temu umozliwiajg badanie proceséw biologicznych zachodzacych w
komoérkach, np. dziatania toksyn bgdz lekéw. Do charakterystyki dwuwarstw lipidowych
wykorzystywany jest szeroki wachlarz metod fizykochemicznych, w tym metody
mikroskopowe takie jak STM i AFM. Tym samym tematyka rozprawy doktorskiej Pana mgra
Pawlowskiego jest niezwykle wazna, aktualna i posiada bardzo istotny wymiar poznawczy.

Praca liczy 205 stron i sktada si¢ z czesei literaturowej, w ktérej oméwiono stan
wiedzy w zakresie tematyki poruszanej w pracy, opisu procedur eksperymentalnych oraz
czgsci badawcezej zawierajgcej oryginalne wyniki Autora.

Cze$¢ literaturowa liczy 70 stron i dzieli si¢ na 6 gtéwnych rozdzialéw. W pierwszym

rozdziale (nr 3) Autor omawia budowe blon komérkowych oraz skadniki budujgce ich
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strukture, takie jak biatka blonowe i lipidy. Opis lipidow jest bardziej szczegotowy i obejmuje
kwasy tluszczowe, fosfolipidy, sfingolipidy i sterole. W dalszej czgsci dyskutowane sg
fizyczne zjawiska odpowiedzialne za tworzenie dwuwarstw lipidowych, takie jak np. efekt
hydrofobowy. Opis jest poprawny, choé ograniczony do stownych rozwazan jakodciowych.
Definiowane s3 réwniez takie pojecia jak micela, stezenie krytyczne micelizacji, struktury
kubiczne. Zaskakujace, ze w tym kontekscie nie pojawia sig¢ pojecie liposomu jako struktury
asocjacyjnej tworzonej przez lipidy.

W kolejnych podrozdziatach mgr Pawlowski opisuje rodzaje faz tworzgcych sie w
dwuwarstwach lipidowych oraz parametry wplywajace na ich wiasciwosci fizykochemiczne.
Bardziej szczegblowo oméwione jest zjawisko tworzenia tzw. raftéw lipidowych oraz
znaczenie udziatu takich struktur w procesach fizjologicznych zachodzacych w organizmach
zywych.

Rozdzial drugi czedci literaturowe;j (numerowany jako 4) dotyczy zjawisk adsorpcii
lipidow na granicy faz woda-powietrze. Wyjasnione zostaly pojecia napiecia
powierzchniowego, ciénienia powierzchniowego oraz funkeji termodynamicznych obszaru
migdzyfazowego. Zamieszczono réwniez (nieco pobiezne) wyprowadzenie réwnania
adsorpcji Gibbsa. W dalszej czesci oméwiona zostala technika Langmuira oraz szczegétowo
przebieg typowych izoterm adsorpcji. Definiowane sg rowniez wielkosci nadmiarowe;
powierzchni molekularnej oraz nadmiarowej entalpii swobodnej Gibbsa.

Rozdziat oznaczony numerem 5 omawia metody przenoszenia warstw molekularnych
na state podloza, takie jak technika Langmuira-Blodgett i Langmuira-Schaefera. Osobny
podrozdzial poswiecony jest metodzie rozktadania liposoméw. Autor dyskutuje jakie warunki
geometryczne muszg spetnia¢ czgsteczki lipidow, zeby mogly tworzy¢ pecherzyki lipidowe.
Omawia metody otrzymywania liposoméw oraz ich zastosowania. Nastepnie szczegdlowo
opisuje mechanizmy tworzenia dwuwarstw lipidowych w wyniku rozkladania liposoméw,
wskazujac czynniki odpowiedzialne za efektywno$é tego procesu.

Kolejny rozdzial (nr 6) dotyczy toksyn peptydowych. Sg to zwiazki o charakterze
peptydoéw, ktére oddziatuja z blonami komérkowymi prowadzac do ich destrukcji. Mgr
Pawlowski omawia rézne mechanizmy dziatania toksyn (tzw. mechanizm dywanowy,
beczkowy, toroidalny), szczegoblng uwage poswiecajgc melitynie i lizeninie - zwigzkom
wykorzystywanych w swojej pracy badawcze;j.

Czg$¢ literaturows koficza dwa dobrze napisane rozdzialy omawiajace techniki STM i
AFM.



Przeglad literaturowy pracy doktorskiej Pana mgra Pawlowskiego sprawia bardzo
dobre wrazenie. Cz¢$¢ ta jest napisana w sposob zrozumiaty, wyczerpujacy i merytorycznie
poprawny. Swiadczy to o duzej wiedzy Doktoranta, precyzji formutowania mysli i naukowej
dojrzalosci. Ewentualne zastrzezenia mozna mieé co najwyzej do tego, czego nie znajdziemy
W czesei literaturowej. W opinii recenzenta zabraklo oméwienia niektorych kwestii
szczegbtowych bezposrednio zwigzanych z prezentowanymi wynikami badawczymi Autora,
co wskazane zostanie w dalszej czesci recenzji. Z kolei niektére fragmenty z czedci
badawczej nalezaloby przeniesé do przegladu literaturowego. Dotyczy to w szezeg6lnosei
dwoch i pét stron tekstu z rozdziatu 15.

Czgé¢ badawcza rozprawy doktorskiej liczy 105 stron. W rozdziale zatytutowanym
"Czgs¢ eksperymentalna" opisane sg dosé szczegotowo materialy i odczynniki, aparatura oraz
procedury doswiadczalne. Przy opisie odczynnikéw chemicznych zabrakto podania skrétéw
stosowanych w pracy (w szczeg6lnosci dotyczy to stosowanych lipidow) - ulatwiloby to
niewgtpliwie lekture pracy.

Na opis oryginalnych badaf sktada si¢ 6 gléwnych rozdziatéw.

Pierwszy z nich, numerowany jako 10, zawiera wyniki badan AFM rozkladania
liposoméw na powierzchni miki oraz zlota. W szczegblnosci pomiary dotycza osadzania
liposoméw z lipidu DPPC na powierzchni miki. Autor wykazat, ilustrujac to serig zdjeé
mikroskopowych, ze kolejne ctapy tego procesu obejmuja adsorpcje, ewentualnie fuzje
zaadsorbowanych liposoméw, a nastgpnie ich pekanie i tworzenie dwuwarstwy lipidowe;.
Ponadto zademonstrowal, iz trwatogé liposoméw i szybko$é tworzenia dwuwarstwy lipidowej
sg znaczgco wigksze, jezeli w roztworze znajdujg si¢ jony wapnia. Dlaczego badania byly
prowadzone w buforze fosforanowym, skoro problemem moze by¢ stracanie CaHPQ,?

Na podstawie Rys. 43 przedstawiajgcego sekwencje zdjeé AFM zaadsorbowanych liposoméw
o réznych rozmiarach Autor wnioskuje, ze "rozmiar liposoméw odgrywa drugorzedng role w
procesie formowania dwuwarstwy". W ocenie recenzenta, na podstawie tak watlych
przestanek jak seria rejestrowanych co pig¢ minut zdjeé kilku liposoméw, wysnuwanie tak
daleko idacych wnioskow jest nieuzasadnione.

Pojawia si¢ w tym miejscu szereg kolejnych pytaf, m. in. o rozmiary i trwato$¢ stosowanych
liposom6w DPPC w roztworze. Jaki byt rozmiar liposoméw zanim ulegly one adsorpcji na
podiozu (Pan mgr Pawlowski zauwaza, ze w wyniku adsorpcji tworzg si¢ tzw. dyski
liposomowe, ktérych ksztatt jest silnie zdeformowany)? Czy w roztworze zachodzi W
znaczacy sposob proces fuzji liposomdow, a jesdli tak, jaka jest skala czasowa tego procesu w

relacji do szybkosci tworzenia warstwy lipidowej na powierzchni miki?



W dalszej czgsci pracy Autor badat osadzanie dwuwarstw lipidowych na powierzchni
ztota. Wykazal, ze adsorpcja liposoméw zachodzi znacznie trudniej na zlocie niz na
powierzchni miki. Liposomy przez dhuzszy czas pozostajg w formie zaadsorbowanej i dopiero
w nastgpnej kolejnosci w szybkim procesie formuja dwuwarstwe. Czy formowanie
dwuwarstwy na powierzchni zota przez DPPC zachodzi wedtug podobnego mechanizmu jak
w przypadku DMPC (wyniki opisane w rozdziale 11), gdzie najpierw tworza si¢ struktury
lamelarne, ktére przeksztatcajg si¢ w hemimicele, a nastepnie dwuwarstwe? Niestety brak w
tym zakresie komentarza.

Na podstawie przekrojow topograficznych Pan mgr Pawlowski szacuje grubo$é dwuwarstw
lipidowych. W przypadku warstw na mice postuluje obecnosé cienkiej warstwy wody
pomiedzy podiozem, a czgsteczkami lipidéw, podczas gdy w przypadku zlota czgsteczki
DPPC majg znajdowaé sie w bezposrednim kontakcie z metalem. Scenariusz ten wydaje si¢
prawdopodobny, cho¢ brak silnych argumentéw natury doswiadczalnej to potwierdzajgcych.
Grubosci warstw lipidowych byly wyznaczane réwniez na podstawie rejestrowanych
krzywych sita-odleglo$¢. Na stronie 103 czytamy: "W pewnym momencie na przebiegu
krzywej obserwuje si¢ charakterystyczng nieciaglosé, ktdra wskazuje, ze sonda penetruje
dwuwarstwe...". Co Autor miat na mysli piszac o nieciagtosci?

Wyznaczone powyzsza metoda warto$ci sa przecietnie nieco wyzsze od otrzymanych z
przekrojow topografii (Tabela 5, str. 104), choé porownywanie jest utrudnione, gdyz w
pierwszym wypadku podana jest $rednia z bledem, a w drugim przedzial warto$ci. Czym
spowodowana jest réznica w formie przedstawiania wynikow?

W rozdziale 11, Pan mgr Pawlowski omawia badania tworzenia dwuwarstw
mieszanych DMPC/cholesterol na ztocie, na podstawie wysokorozdzielczych pomiaréw EC-
STM i EC-AFM. Uzyskane zdj¢cia robig na recenzencie ogromne wrazenie, a fakt ich
rejestracji $wiadczy o tym, ze mgr Pawlowski jest naprawde wysokiej klasy specjalistg w
zakresie mikroskopii z sondg skanujgca. Autor wykazal, ze pierwszym etapem adsorpcji
lipidéw jest tworzenie plaskich lameli przez czgsteczki DMPC. Struktura taka stabilna jest
przez ok. 30 min, po czym przeksztalca sie w uktad hemimiceli. Co istotne, struktury takie
byly obrazowane przy ujemnych wartosciach potencjatu elektrodowego (vs. SCE).
Zwigkszenie potencjatu do wartoéci dodatnich powodowalo reorganizacje czasteczek i
utworzenie dwuwarstwy.

Niezwykle ciekawym wynikiem jest uchwycenie momentu pekania liposomu na obrazie
AFM. Jak pisze mgr Pawlowski, liposom "peka tworzac falg lipidowg (...) stopniowo

formujacy struktury micelarne na powierzchni zlota". Wynik niewatpliwie piekny. Mozna
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jednak zada¢ sobie pytanie, na ile obserwacja jest zgodna z proponowanym modelem. Czy
owa fala lipidowa poczatkowo ma postaé lameli, kiére przeksztatcajg sie w hemimicele? I czy
pekanie liposom6w jest procesem raczej incydentalnym (mgr Pawtowski twierdzi, ze nikt w
literaturze dotychczas nie pokazywat takiego wyniku), czy dominujgcym?

Wyniki przedstawione przez Pana mgr Pawlowskiego nasuwaja jeszcze jedng uwage.
Dlaczego w czedci literaturowej nie zostal szczegblowo oméwiony mechanizm tworzenia
warstw zaproponowany dla praktycznie identycznego uktadu przez dr Seka i wsp. w wybitnej
publikacji w JACS z roku 20082 Proponowany tam przebieg procesu jest znaczgco ro6zny.
Recenzent prositby, aby Pan mgr Pawlowski w trakcie obrony pracy doktorskiej krytycznie
przedyskutowal owag prace w $wietle swoich wynikéw doswiadczalnych. W dyskusji
nalezatoby tez uwzgledni¢ wyniki z artykutu, ktérego mgr Pawlowski jest wspdtautorem
(Langmuir 2015, 31, 11012).

Rozdziat 12 omawia badania wiasciwosci wielosktadnikowych warstw lipidowych
metodg Langmuira oraz AFM. W tym pierwszym przypadku dokonano oceny oddziatywan
migdzymolekularnych ~ wewngtrz ~ warstwy  lipidowej, mieszalnosci poszczegolnych
sktadnikéw oraz wyznaczono odpowiednie parametry termodynamiczne. Otrzymane wyniki
sg bardzo przydatne jako dane wyjsciowe do dalszych badan z wykorzystaniem AFM.
Badania mikroskopowe poczatkowo obejmowaly obrazowanie oraz wyznaczanie grubosci
dwuwarstw jednoskiadnikowych (DOPC, sfingomielina). Dla sfingomieliny Autor postuluje
obecnos¢ dwoch faz (Lq, Lo), ktérych wysokosé rozni si¢ ok. 0.5 nm (co zostato oszacowane
na podstawie przekrojow topograficznych). Jednakze histogram skonstruowany z krzywych
sita-odleglo$¢ dla tego uktadu (Rys. 76) ma rozkiad monomodalny, co sugeruje jednakows
wysokos¢ faz. Niestety brak jest komentarza odnognie zgodnosci wynikéw z tych dwéch
rodzajéw pomiaréw. Czy dla dwuwarstwy sfingomieliny obecna jest cienka warstwa wody
pomigdzy podiozem a lipidami? Czy w wyznaczanych wartosciach uwzgledniane sg poprawki
z modelu Hertza (tak jak dla dwuwarstw DPPC)?

Badania mikroskopowe dwuwarstw dwuskladnikowych potwierdzaja generalnie wyniki
otrzymane technikg Langmuira. Dla uktadu DOPC/HSM 9/1 obserwuje si¢ jedng faze, a dla
DOPC/HSM 1/1 i 1/9 - separacje fazowa. Na podstawie pomiaréw krzywych sitowych
okreslono liczbe wspétwystepujacych faz oraz ich parametry (grubo$¢, sita przebicia) i na tej
podstawie dokonano réwniez ich identyfikacji. Dla niektérych ukladéw udato si¢ wrecz
wyznaczy¢ grubosci poszezegdlnych monowarstw tworzacych dwuwarstwe lipidows. Analiza

danych eksperymentalnych jest bardzo skrupulatna, wyniki przekonujace i uzyteczne, a



proponowane modele graficzne przedstawione niezwykle estetyczne. Podobna analiza zostala
przeprowadzona tez dla uktadu trojsktadnikowego (dla dwoch sktadéw DOPC/HSM/CHOL).

Kolejny rozdziat (nr 13) dotyczy badan wplywu antybiotyku peptydowego melityny
na trwato$¢ i strukture dwuwarstw tréjsktadnikowych (DOPC/HSM/CHOL). Roztwér wodny
peptydu o réznych stezeniach wprowadzano do naczynka mikroskopu AFM i rejestrowano
obrazy mikroskopowe dwuwarstwy osadzonej na powierzchni miki. Mgr Pawlowski
zaobserwowal, ze dodatek melityny powodowal niszczenie matrycy DOPC, podczas gdy
domeny wzbogacone w sfingomieling i cholesterol wykazujg sie wzgledna trwatoscig. Etapy
degradacji matrycy DOPC udalo si¢ zaobserwowaé rejestrujac kolejno po sobie obrazy
mikroskopowe po dodaniu peptydu. Pierwszym etapem jest tworzenie nieregularnych
defektéw o rozmiarach kilkuset nanometréw i glebokosci ok. 2 nm. We wnetrzu defektow
obecne sa nieregularne struktury, ktore mgr Pawlowski przypisal agregatom melityny i
lipidow. W kolejnych etapach nastgpuje reorganizacja czasteczek dwuwarstwy lipidowej do
charakterystycznej karbowanej struktury, a po dhuzszym czasie desorpcja lipidu z powierzchni
miki.

Rozdziat 14 dotyczy badan toksyny biatkowej lizeniny i jej oddziatywania z
dwuwarstwami HSM i HSM/DOPC. Inaczej niz w przypadku melityny, lizenina
unieruchamiana byta na ostrzu sondy AFM, po czym obrazowano dwuwarstwy, jak réwniez
wyznaczano sily oddziatywania pomigdzy sondg a dwuwarstwa.

W tym miejscu warto zwréci¢ uwage na opis procedury modyfikacji ostrza AFM na stronie
87 (rozdziat 9.3). Stosowana metoda jest bardzo podobna do opisanej w pracy Kobayashiego i
wsp. (Biochemistry 2012, 51, 74). Brak jest jednak do niej odnoénika, co nalezy uznaé za
uchybienie (artykut ten jest natomiast cytowany w innym miejscu, na str. 171). Podobiefistwo
nie oznacza oczywiscie pelnej tozsamodci; mgr Pawlowski zastosowat pewne modyfikacje
pierwotnej procedury, np. brak oczyszczania powierzchni sondy AFM ultrafioletem,
dziesigciokrotnie nizsze stezenie lizeniny w roztworze, itp. Rodzi si¢ jednak pytanie, czy
zmodyfikowana procedura przylaczania biatka jest réwnie skuteczna jak w pracy oryginalne;.
Mgr Pawlowski nie przeprowadzil badan potwierdzajacych modyfikacje ostrza; jedynym jej
potwierdzeniem jest to, ze uzyskane wyniki badania dwuwarstw lipidowych przy uzyciu
takich ostrzy wydaja si¢ rozsadne. Oprécz modyfikacji lizening, do ostrza AFM przylaczany
byt kowalencyjnie tryptofan. Tu réwniez brak jakichkolwiek wynikéw potwierdzajacych
modyfikacje ostrza, ale Pan mgr Pawlowski wnioskuje: "Na podstawie otrzymanych wynikow

udowodniono, ze tryptofan nie wykazuje specyficznego oddzialywania wobec czasteczek

sfingomieliny".



Okreglenia typu "udowodniono", badz "zweryfikowano" przewijaja si¢ bardzo czgsto w pracy
doktorskiej mgr Pawlowskiego. Jest to oczywiscie nieprawidtowe. Autor powinien wiedzie¢,
ze w naukach eksperymentalnych nie dowodzi si¢ hipotez, a jedynie potwierdza w testach
doswiadczalnych. Recenzent poleca Panu mgrowi Pawlowskiemu klasyczng pozycje
ksigzkowa w tym zakresie: "Struktura rewolucji naukowych" autorstwa Thomasa Kuhna.

W rozdziale 15 Autor powraca do badaf elektrochemicznego STM lipidow na

powierzchni zlota. Tytut rozdziatu jest nieco mylacy: "... badania oddziatywan sfingolipidow
z cholesterolem". Wydaje sie, ze metodg STM Autor bada raczej orientacj¢ molekut na
powierzchni, a informacja o oddziatywaniach molekularnych uzyskiwana jest jedynie
posrednio. Nie zmienia to faktu, ze wyniki zamieszczone w omawianym rozdziale sg bardzo
ciekawe i nalezy je ocenié¢ niezwykle wysoko. Autorowi udaje si¢ uzyska¢ $wietnej jakosci
obrazy STM warstw PDHC, na ktérych mozna zaobserwowaé np. przestrzenne ulozenie
taficuché6w weglowodorowych, a nawet rozrézni¢ poszczegblne grupy metylenowe.
Recenzent jest pod ogromnym wrazeniem otrzymanych wynikow! Nie oznacza to jednak, ze
nie ma uwag krytycznych. Dlaczego inaczej niz w poprzednich rozdzialach zamiast
liposoméw stosowana jest zawiesina lipidow w wodzie? Jakiej wielkosci sg czastki w
zawiesinie i jak ich rozmiar ma wplyw na struktur¢ warstwy molekularnej na powierzchni
zlota? Czy w wyniku stosowanej procedury osadzania lipidow otrzymuje si¢ dwuwarstwe (po
odpowiednio dlugim czasie)?
Mgr Pawtowski badat réwniez mieszaniny PDHC i cholesterolu uzyskujac nietypowe obrazy
warstwy lipidowej, jakie nie byly dotychczas publikowane w literaturze. Wynik jest
niezwykle interesujgcy, ale jednocze$nie trudny w interpretacji. Niewatpliwie badania te
nalezy poglebié, a by¢ moze okazg si¢ w przysztosci znaczacym osiagnigciem.

Prace doktorska koficzy blisko sze§é¢ stron podsumowania. Grupuje ono najwazniejsze
osiggniecia przedstawione w pracy i nie budzi zastrzezefi poza kwestiami poruszonymi w
recenzji powyzej.

Z obowigzku recenzenckiego nalezy wspomnieé, ze praca zawiera 124 rysunki 1
schematy, 7 tabeli i 231 odnos$nikéw literaturowych. Jezyk pracy jest poprawny i zrozumiaty,
razg nieco stosowane od czasu do czasu kalki jezykowe, np. "celka elektrochemiczna", czy

"mimikowaé". Je$li chodzi o strone¢ edycyjng, praca jest bardzo staranna i nie budzi

zastrzezen.



Whioski konicowe

Po szczegblowym zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska Pana mgra Jana
Pawlowskiego stwierdzam, ze cele pracy zostaly klarownie zarysowane, a dobér metod i
materialow jest adekwatny do ich realizacji. Praca wpisuje si¢ w rozwijang na catym $wiecie
dziedzing ukladéw biomimetycznych, ktore z jednej strony pozwalajg bada¢ procesy
zachodzace w przyrodzie, a z drugiej umozliwiaja ich nasladowanie, np. w obszarze
medycyny, analizy chemicznej czy biokatalizy. Wyniki badawcze uzyskane przez Pana mgra
Jana Pawlowskiego majg charakter badan podstawowych, ale istotny jest rowniez ich wymiar
aplikacyjny, np. moga one znalezé zastosowanie przy projektowaniu nowych lekow lub
konstrukcji biosensorow.

Uwazam, ze gléwnym atutem pracy doktorskiej Pana mgra Pawlowskiego jest
otrzymanie bardzo wysokiej jakosci danych mikroskopowych, ktore pozwolilty w precyzyjny
sposob okresli¢ strukture i whasciwosci warstw lipidowych. Techniki STM i AFM sg
niezwykle trudne do stosowania w badaniu takich ukladéw, a otrzymanie warto$ciowych
wynikow z ich uzyciem jest sporym wyzwaniem.

Jestem pod wrazeniem pomystowosci, wiedzy i dojrzatosci naukowej Pana mgra Jana
Pawlowskiego. Bez watpienia jest to btyskotliwy miody naukowiec o duzych
predyspozycjach do pracy badawczej. Opini¢ t¢ potwierdzajg liczne publikacje w bardzo
dobrych czasopismach naukowych (8 pozycji), ktérych Pan Pawlowski jest wspotautorem.

Chciatbym podkreslié, ze poruszone w recenzji kwestie majg charakter uwag
polemicznych. Ich celem jest sprowokowanie poglebionej dyskusji o pracy badawczej mgra
Pawlowskiego i nie maja one wplywu na mojg bardzo wysokg ogélng oceng pracy
doktorskie;.

Biorgc pod uwage powyzsze uwazam, ze praca doktorska spetnia wszelkie warunki
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z
pbzniejszymi zmianami) i wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie Pana mgra Jana Pawlowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka oceng¢ merytoryczng pracy doktorskiej, nowatorstwo, jak

rowniez fakt opublikowania czesci wynikéw badawczych w formie znaczacych publikacii,

wnioskuj¢ o jej wyroznienie. M W
¢
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Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pana mgra Jana
Pawlowskiego, pod tytutem "Badanie struktury i wlasciwosci

wieloskladnikowych dwuwarstw lipidowych oraz ich oddzialywan z
antybiotykami peptydowymi"

Praca doktorska Pana mgra Jana Pawlowskiego zawiera innowacyjne wyniki badai
dwuwarstw lipidowych oraz ich oddziatywania z wybranymi toksynami peptydowymi takimi
jak melityna i lizenina. Podjeta przez mgra Pawlowskiego tematyka jest niezwykle wazna,
gdyz pozwala na lepsze zrozumienie procesow zachodzacych w blonach komérkowych na
poziomie molekularnym. Whpisuje si¢ ona w nurt prowadzonych na calym $wiecie badafi
dotyczacych ukladow biomimetycznych.

Do najwazniejszych osiggnie¢ mgra Jana Pawlowskiego nalezy zaliczyé uzyskanie
wysokorozdzielczych zdjeé STM i AFM, ktére pozwolily po raz pierwszy w literaturze
okresli¢ mechanizmy formowania dwuwarstw lipidowych na statych podtozach. Nalezy
podkresli¢, iz tak wysokiej jakosci dane mikroskopowe sa unikalne w skali polskiej, a
wyrdzniajgce w  skali swiatowej. Na uwage zasluguja r6wniez badania domen
wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych, w tym ich wiasciwosci mikromechanicznych -
mgr Pawlowski twoérczo rozwinat metodyke badan i zaproponowal nowe sposoby
identyfikacji faz na podstawie pomiar6w AFM. Z kolei badania oddziatywania toksyn
peptydowych z dwuwarstwami lipidowymi oprécz aspektu poznawczego majg duze znaczenie
aplikacyjne, gdyz moga one byé istotne w diagnostyce i leczeniu niektérych choréb, np.

choroby Niemanna-Picka.



Dorobek naukowy mgra Jana Pawlowskiego jest bardzo znaczacy i obejmuje osiem
publikacji w bardzo dobrych periodykach naukowych o zasiegu Swiatowym. Nalezy
podkresli¢, ze znaczna cze$é wynikow zamieszczonych w pracy doktorskiej nie zostata
jeszcze opublikowana, co pozwala przywidywaé, iz korzystajac z zebranego materialu
doswiadczalnego w najblizszym czasie Pan Pawlowski przygotuje kolejne publikacije.

Ze wzgledu na powyzsze whioskuj¢ o wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgra Jana

Pawlowskiego.




