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W swojej rozprawie doktorskiej Pani Marta Ku¢ zajeta si¢ zbadaniem oddzialywania
wybranych anestetykow z modelowymi btonami lipidowymi. Gtownym celem podjetych
badan bylo okreslenie w jakim stopniu domieszkowane substancje modyfikujg strukture
dwuwarstwy lipidowej 1 zmieniajg temperatur¢ przejscia fazowego oraz w jakich obszarach
btony lokujg sie najsilniej. Jako podstawowa metode badawcza wybrano spektroskopie w
bliskiej podczerwieni (NIR) w zakresie pierwszych nadtonéw drgan rozciagajacych grup CHa
a informacje o modyfikacjach dynamiki i stopnia uporzadkowania réznych rejonow

modelowych bton DPPC uzyskano dzigki zastosowanie spektroskopii EPR..

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Marty Ku¢ jest kontynuacja badan prowadzonych

od kilku lat przez Promotora rozprawy gldéwnie metodami spektroskopii molekularne;j.
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Badanie na poziomie molekularnym modyfikacji struktury warstw lipidowych przez
substancje o okreslonej aktywno$ci biologicznej jest ciagle aktualnym zagadnieniem
naukowym lezgcym na pograniczu chemii, biologii i medycyny. Ze wzgledu na zlozony sklad
naturalnych bton komdrkowych bezposrednia analiza takich uktadéw jest bardzo trudna. Z
tego powodu tworzy si¢ uproszczone modele bton biologicznych, aby za pomocg takich
biomimetycznych uktadéw bada¢ na przyktad oddzialywanie wybranych S$rodkow

leczniczych na strukture, dynamike i inne parametry btony.

Pomimo, ze anestetyki to strukturalnie zréznicowana grupa lekéw, wywotujg one ten
sam efekt kliniczny — znieczulenie. Wiadomo, ze aktywnos$¢ biologiczna wziewnych
srodkow znieczulajacych modyfikuje dziatanie kanatow jonowych w btonie komorkowej,
jednak mimo ciagle prowadzonych, intensywnych badan w tym zakresie, molekularny
mechanizm tej aktywno$ci nie jest w pelni poznany. Jednym z mozliwych sposobow
wywolywania tego efektu biologicznego jest modyfikacja struktury blony lipidowej
otaczajacej biatko w wyniku specyficznego oddzialywania z anestetykami. Podjety przez
Doktorantke temat sytuuje si¢ w najnowszych nurtach badawczych i ma ogromne znaczenie

poznawcze oraz aplikacyjne.

Doktorantka zaplanowata, przeprowadzila i szczegdtowo opisata rezultaty wielu

eksperymentow spektroskopowych z wykorzystaniem:

- spektroskopii oscylacyjnej w zakresie $redniej podczerwieni (MIR) do obserwacji
zmian konformacyjnych modelowych blon lipidowych. Zastosowano technike ATR do

zarejestrowania widm IR w zakresie 3000 — 2800 cm™ w funkcji wzrastajacej temperatury

- techniki spektroskopii oscylacyjnej w zakresie bliskiej w podczerwieni (NIR) — co
jest nowym, nieopisanym dotad w literaturze przedmiotu, sposobem badania witasciwosci

strukturalnych tego typu uktadow.

- spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), ktora pozwolita
na $ledzenie zmian dynamiki liposomow w rdznych obszarach dwuwarstwy pod wplywem

uzytych anestetykow.

Praca jest do$¢ obszerna. Liczy 228 stron, zawiera 9 tabel, 98 rysunkow i 295 pozycji
literaturowych. Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Kué zostala napisana wedtug ukladu

klasycznego. Dzieli sie na przeglad literatury przedmiotu, jasno sformutowany cel pracy, po



ktorym nastepuje opis stosowanych metod spektroskopowych i metod chemometrycznych
stosowanych do analizy uzyskanych wynikow. Najbardziej obszerny (liczacy 95 stron) jest
rozdzial zatytulowany ,,Wynmiki i dyskusja”. Prace konczy .,Podsumowanie i wnioski”,

streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim oraz zestawienie cytowanej literatury.

W rozdziale zatytutowanym .,Blony biologiczne” Autorka przedstawila tytulowe
zagadnienie zdecydowanie z punku widzenia chemika. Z calej roznorodnosci strukturalne;j
naturalnych membran ograniczyla si¢ do omdwienia budowy chemicznej lipidow btonowych.
Nastepny fragment tego rozdzialu dotyczyl dynamiki blon biologicznych i ptynnosci
dwuwarstwy lipidowej, chociaz zagadnienie réznych form agregacji czasteczek lipidow, w

tym tworzenie dwuwarstwy, zostalo przedstawione dopiero w kolejnym rozdziale.

Nastepne trzy rozdzialy czesci literaturowej poswiecone zostaly dos¢ szczegdélowemu
przedstawieniu temperaturowo-zaleznych przemian fazowych bton biologicznych oraz
budowy liposoméw a nastepnie opisane zostaly wiasciwosci anestetykow wziewnych

badanych w ramach recenzowanej pracy: halotanu, enfluranu, izofluranu i sewofluranu.

Kolejny, bardzo skrétowo napisany, rozdziat .,Metody badawcze ukiadéw blonowych™
poswiecony zostal przedstawieniu tych metod spektroskopowych, ktore zostaty wykorzystane
w pracy do pozyskania informacji o zmianach strukturalnych zachodzacych w liposomach
pod wptywem $rodkow znieczulajacych. Moim zdaniem za duzo w tym fragmencie pracy jest
bardzo podstawowych informacji (np. definicja nadtonu i pasm kombinacyjnych) a za mato
bardziej specjalistycznych danych (np. jak zmiana konformacji dwuwarstwy lipidowej
przejawia sie w widmie IR) To byloby lepszym wprowadzeniem w tematyke pracy i datoby

podstawe do dalszego omowienia i interpretacji wynikow przeprowadzonych eksperymentow.

W rozdziale zatytutowanym ,.Wyniki i dyskusja” Pani mgr. Marta Ku¢ przedstawila
systematycznie wyniki swoich eksperymentow spektroskopowych zaplanowanych tak, aby
doprowadzi¢ do odpowiedzi na pytanie o skutki dziatania wybranych anestetykéw wziewnych
na proces przejscia fazowego blon DPPC i DPPG czystych oraz domieszkowanych
cholesterolem. Ponadto zastosowanie techniki EPR z trzema réznymi sondami spinowymi
miato na celu stwierdzenie jaki jest wptyw badanych anestetykow na dynamike modelowej
blony w réznych jej obszarach — hydrofilowym, hydrofobowym lub w rejonie interfazy

dwuwarstwy lipidowe;j.



Autorka zrealizowala zaplanowane cele badawcze, wykazata sie pracowitoscig i

starannos$cia. Do najwazniejszych osiagnie¢ recenzowanej pracy zaliczam:

v Wykazanie, ze spektroskopia w bliskiej podczerwieni moze by¢ alternatywna, do
spektroskopii w $redniej podczerwieni, metoda badania przej$¢ fazowych blon
lipidowych 1 daje analogiczne wyniki dotyczace wptywu domieszek na strukture bton i

temperature ich gtdéwnego przejscia fazowego

v Ustalenie, na podstawie temperaturowo-zaleznych widm w bliskiej podczerwieni w
obszarze pierwszych nadtondéw drgan rozciggajacych symetrycznych i asymetrycznych
grup CHa, ze pod wptywem anestetykow obniza si¢ temperatura przejscia fazowego Tm,

1 efekt ten jest najwigkszy dla halotanu a najmniejszy dla sewofluranu.

v" Pokazanie, dzieki zastosowaniu spektroskopii EPR, Ze badane $rodki znieczulajace
najsilniej modyfikujg strukturalnie hydrofilowy obszar blony a najstabiej -
hydrofobowy. Modyfikacja polega na usztywnieniu dwuwarstwy lipidowej i jej

wielko$¢ zalezy od rodzaju anestetyku.

Wymienione osiggnigecia naukowe spelniajg w pelni zwyczajowe 1 formalne
wymagania stawiane pracom doktorskim. Ich uzyskanie wymagato od Doktorantki nie tylko
bardzo duzego naktadu pracy, ale przede wszystkim sporej wiedzy, staranno$ci w
przeprowadzeniu  eksperymentow  spektroskopowych w celu uzyskania wynikow
analitycznych o wysokiej jakosci. Osiagnigte przez Doktorantke rezultaty najlepiej Swiadcza o

tym, ze taka wiedzg i umiejetnosciami w petni dysponowata.

Wywigzujac sie z obowigzkoéw recenzenta chciatabym réwniez zwr6ci¢ uwage na

pewne uchybienia i niejasnosci.

- strona 17, linia 4 od géry: zapewne przez pomytke, metanol zostal wymieniony jako

jeden z rozpuszczalnikow niepolarnych

- strona 63, linia 6 od gory: woda to nie jest ,,ditlenek wodoru”, powinno by¢: tlenek

wodoru, ew. zgodnie z nomenklaturg IUPAC: oksydan

- strona 50, linia 5 od géry: powinno by¢ ,,absorpcja™ — czyli proces pochlaniania
energii fali elektromagnetycznej, a jest ,absorbancja” — czyli miara ilosci Swiatla

zaabsorbowanego.



- Schematy 3.1 i 3.2 sa zupelie zbedne. Informacje w nich zawarta mozna
przedstawi¢ jednym do$¢ krotkim zdaniem, i nie ma powodu poswigcaé na nie dwodch stron

pracy.
- strona 90, pierwsza linia od géry: brakuje stowa ,.procesu”

- strona 92, linia 4 od dolu: Autorka stwierdza, ze zmiana temperatury przejscia
fazowego pod wpltywem dodanego do liposomu anestetyku sugeruje ,,zachodzenie interakcji”,
nie podaje jednak co z czym oddziatuje. Podobnie na stronie 95, linia 2 od dotu: Uwaga, ze
obserwowane zmniejszenie temperatury przej$¢ fazowych jest wynikiem ,,majgcych miejsce
w badanych systemach oddzialywan” bez podania miedzy jakimi czgsteczkami, lub ich

fragmentami to oddziatywanie zachodzi, nie daje zadnej nowej informacji.

- Na ogdt Autorka stosuje przecinek do oddzielenia czesci calkowitej 1 dziesietnej
liczby, jednak w kilku miejscach jest kropka (np. strona 67, linia 4 od gory; rysunek 4.3;
rysunek 4.5; rysunek 4.8)

- strona 175, linia 8 od gory: Autorka stwierdzita, ze halotan powoduje najwigksza
modyfikacje wlasciwosci blon bo jest najmniejszy. Moze to i by¢ prawda, ale nie zostato

poparte zadnymi argumentami ani danymi literaturowymi.

Wymienione powyzej uwagi krytyczne nie umniejszaja mojej wysokiej oceny
merytorycznej strony pracy. Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Kué¢ jest dowodem
szerokiej wiedzy Autorki i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan z obrebie
tematyki z pogranicza chemii i biologii. Przedstawiony w pracy problem badawczy jest
interesujacy i aktualny, a wykorzystane metody spektroskopowe zostaty dobrane w sposob
wlasciwy, co umozliwilo skuteczna realizacje postawionych celow. Niestety ogolne dobre
wrazenie psuje fakt, ze uzyskane wyniki badan, wilasciwie w ogole nie zostaly
przedyskutowanie ani nie byly poréwnane z podobnymi danymi opisanymi do tej pory w
publikacjach naukowych. W zwigzku z tym czytelnik pracy nie moze oceni¢, ktore z
uzyskanych wynikéw sa nowe, nieznane dotychczas, ani czy Autorka sama jest tego

Swiadoma.

Wiekszo$¢ wynikow badafi stanowigcych podstawe pracy doktorskiej zostata
opublikowana w trzech pracach w czasopismach z listy filadelfijskiej. Ponadto Pani mgr

Marta Ku¢ jest wspdtautorka jeszcze jednej publikacji niezwigzanej tematycznie z pracg



doktorska. Doktorantka prezentowala wyniki swojej pracy w postaci jedenastu posterow na
konferencjach miedzynarodowych 1 ogélnopolskich. Petnita funkcje kierownika lub

wykonawcey w kilku projektach badawczych.

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa mgr Marty Kué stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i zgodnie z obowigzujagcymi przepisami
ustawowymi dotyczacymi prac doktorskich w pelni spelnia wymogi 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. z 2017 r., poz. 1789 z p6zn. zm.) oraz w Rozporzadzeniu MNiSW z
dnia 19.01.2018 r. (Dz. U. z 2018 r., poz. 261) w sprawie szczegdlowego trybu
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytutu profesora i zwracam si¢ do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego z jednoznacznym wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Marty

Ku¢ do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Matgorzata Broda

Opole, 30 maja 2022 roku



