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RECENZIA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Nikoli Trombik
»Spektroskopowe badania uktadow btona lipidowa/poli-L-lizyna w obecnosci zwigzkdw chalkonu”
przygotowanej pod opiekg Pani dr hab. Katarzyny Cieslik—Boczuli

w Zespole Struktury i Oddziatywan Molekularnych na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

1. Znaczenie podjetego zagadnienia

Praca Pani mgr Pauliny Trombik poswiecona jest badaniom modelowych bton lipidowych oraz ich
strukturalnym modyfikacjom w obecnosci poli-L-lizyny (PLL), cholesterolu (Chol) i zwigzkéw chalkonu
(TCh). Zachodzace zmiany sg konsekwencjg réznego rodzaju oddziatywan, a zrozumienie wptywu
wprowadzonej do uktadu modyfikacji na procesy biologiczne moze by¢ kluczowe w opracowywaniu
nowych terapii lekowych czy w diagnozowaniu choréb. W swoich badaniach Doktorantka wychodzi
poza wymienione wyzej uktady dwusktadnikowe, tj. btona-biatko, btona-substancja czynna, uzupetnia
je o kolejny zwigzek, a nastepnie kompleksowo analizuje zachodzace zmiany bedgce wynikiem
wzajemnych  oddziatywarn w  uktadach nawet czterosktadnikowych, np. btona/biatko/
cholesterol/chalkon. Zagadnienie podjete przez Doktorantke jest zatem ambitne — badane przez nig
modelowe uktady coraz bardziej przypominajg uktady wystepujagce w naturze. Jednakie w
konsekwencji analiza tak rozbudowanej struktury staje sie skomplikowana, tym bardziej, ze procesy
Doktorantka s$ledzi w funkcji temperatury.

Zmiany strukturalne bedgce konsekwencjg réznego rodzaju oddziatywan miedzyczasteczkowych
(elektrostatycznych, hydrofobowych, wodorowych, van der Waalsa) Pani mgr Trombik bada stosujgc
refleksyjng i transmisyjng spektroskopie w podczerwieni z transformatg Fouriera (odpowiednio ATR-
FTIR i FTIR). Zastosowane metody spektroskopowe sg niezwykle czute na zmiany strukturalne, a
dodatkowo wsparte zaawansowanymi metodami chemometrycznymi pozwalajg na wnikliwg analize
wynikow i wiarygodng interpretacje proceséw zachodzgcych w badanych uktadach. Eksperymenty

prowadzone sg w S$rodowisku wodnym, co zazwyczaj uniemozliwia pomiary transmisyjne FTIR.
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Doktoranta stosuje jednak bardzo krétka droge optyczng, 56 um, i wode deuterowang obchodzac w

ten sposdb te trudnosci pomiarowe.

2. Ogodlna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do oceny 216. stronicowa rozprawa Pani mgr Pauliny Trombik sktada sie z
dziesieciu czesci, ktére poprzedzone sg Wykazem skrotéow i symboli uporzgdkowanym wedtug
kolejnosci alfabetycznej. Wykaz ten jest dos¢ zwiezty, gdyz znalazty sie tu jedynie skroty, ktére w
rozprawie sie powtarzajg. W wykazie tym, moim zdaniem, zabrakto dwdch skrotéw: 1. Chol, ktory, gdy
po raz pierwszy pojawia sie na 26 stronie Rozprawy, nie jest rozszyfrowany oraz 2. RF od Rezonans
Fermiego. Co prawda, ten ostatni skrot pojawia sie w tekscie tylko raz, ale jest on obecny na
niektérych widmach, co jest o tyle istotne, ze podczas interpretacji wynikow pasma RF sg czasami
wykluczone.

Po Wykazie skrétow znajdujg sie rozdziaty zawierajgce: 1. przeglad literatury; 2. cel pracy; 3.
czes¢ eksperymentalng; 4. wyniki i dyskusje oraz 5. podsumowanie. Rozdziaty 6-10 zawierajg
odpowiednio streszczenie po polsku i angielsku, spis literatury, spis publikacji, posterow i wystgpien
Doktorantki oraz materiaty uzupetniajgce. Rozprawa ma przejrzystg i logiczng strukture aczkolwiek na
jej poczatku zabrakto mi Wstepu. Tutaj spodziewatabym sie umieszczenia informacji dotyczacej
motywacji pracy, jakie cele Doktorantka chciata osiggngé¢, jakie byty kryteria wyboru badanych uktadéw
i metod ich analizy oraz jakie sg najwazniejsze wnioski Jej badan. Bez takiego wprowadzenia, pierwsze
trzy podrozdziaty Przeglgdu literaturowego, poswiecone badanym uktadom, sprawiajg wrazenie
niepowigzanych ze sobg elementéw. Prawdopodobnie takiego wrazenia nie odniostyby osoby znajgce
tematyke modelowych bton lipidowych. Ja natomiast zastanawiam sie, czemu modelowa btona
ztozona byta z dwdch fosfolipidéw DPPC i DPPG? Czy taki mieszany liposom lepiej modeluje
Srodowisko naturalne? Czy moze byt inny powdd wyboru takiego uktadu? Znéw, prawdopodobnie dla
bio-chemika, s3 to zagadnienia oczywiste, a mnie w dodatkowym punkcie 1.4 przydatoby sie zwiezte
podsumowanie dotychczasowych badan modelowych bton lipidowych. Niemniej jednak, caty rozdziat 1
jest napisany przejrzyscie i klarownie. Znalazty sie tu zagadnienia, ktére przydatne bedg do
interpretacji wynikdow uzyskanych metodami spektroskopowymi, tacznie ze szczegdtowym opisem
pasm IR badanych sktadnikéw btony lipidowej. W tym rozdziale znalazty sie rowniez opisy stosowanych
technik spektroskopowych i metod chemometrycznych. Ten rozdziat pokazuje, ze Doktorantka
dogtebnie zna tematyke, swobodnie przytacza odpowiednig literature, jest niezmiernie
skoncentrowana na istotnych zagadnieniach, nie przyttacza Czytelnika nadmiarowymi informacjami.

Rozdziat 2 opisuje cele pracy i prezentuje ukfady, ktére Doktorantka zamierza przebadaé. W tym

fragmencie pojawit sie skrét ,,Chol”, ktérym domieszkowane miaty byé btony DPPC/DPPG. Jednakze



dopiero rozdziale 4 okaze sie, ze Chol to cholesterol, ale nie zostat on wymieniony w czesci 1, gdzie
omawiane byty sktadniki modyfikujgce badang btone, ani w tytule Dysertacji, ktéry jednoznacznie
wskazuje jakie uktady bedg badane.

Rozdziat 3 to Czesc¢ eksperymentalna, w ktérej wymieniono stosowane odczynniki wraz z danymi
ich pochodzenia, przedstawiono metodyke przygotowywania badanych uktadow, a takze to w jaki
sposdb wykonywano pomiary i w jaki sposdb analizowano uzyskane wyniki.

Zasadniczg czes¢ Rozprawy doktorskiej Pani mgr Trombik stanowi 160. stronicowy rozdziat 4
zawierajacy uzyskane Wyniki i ich dyskusje. Podzielony jest on na dwie czesci. Pierwsza (rozdziat 4.1)
dotyczy pomiaréw FTIR-ATR w Swietle spolaryzowanym, ze zmiang kata polaryzacji swiatta od 0° do
90° i w dwodch temperaturach 25°C i 60°C. Metodg tg przebadane zostato osiem uktadow: 1.
modelowa btona DPPC/DPPG; 2. btona DPPC/DPPG domieszkowa poli-L-lizyng (PLL), 3-5. btona
DPPC/DPPG domieszkowa trzema zwigzkami chalkonu i 6-8. btona DPPC/DPPG domieszkowa i PLL i
trzema zwigzkami chalkonu. Druga (rozdziat 4.2) opisuje pomiary transmisyjne FT-IR tych samych
ukfadow, a dodatkowo do kazdego z nich dodany byt cholesterol generujgc tym samym kolejnych
osiem uktadow. Co wiecej, kazdy z tych uktadéw badany byt w funkcji temperatury zmienianej od 15°C
do 60°C co 5°C. W obu czesciach widma molekularne analizowane byty w zakresie drgan
rozciggajacych grup CH (2985-2810 cm™). Szeroki zakres spektralny, 1800-700 cm™, analizowany byt
przy uzyciu techniki ATR-FTIR, za$ analizujgc wyniki uzyskane metodg transmisyjng FTIR Doktorantka
skupita sie na pasmie drgania rozciggajgcego C=0 grup karbonylowych lipidow wystepujgcym w
zakresie 1770-1680 cm™, oraz pasmie Amid I’ wystepujacym w zakresie 1690-1610 cm™. Wymienitam
wszystkie badane uktady oraz zmienne eksperymentalne, by pokaza¢ z jak duzig liczbg danych
Doktorantka miata do czynienia. Dane te nastepnie opracowata przy pomocy réznych metod
chemometrycznych. Zilustrowata je w przejrzysty sposdb, zinterpretowata, przeanalizowata wyniki
pochodzgce z rdznych metod i skonfrontowata z doniesieniami literaturowymi. Trzeba przy tym
podkresli¢, ze wykonana przez Doktorantke analiza nie ograniczata sie jedynie do stwierdzenia, ze ,ze z
takg a takg zmiang obserwujemy przesuniecie, wzrost/spadek intensywnosci czy poszerzenie pasm”,
ale w zasadzie kazda zmiana opatrzona byta komentarzem, jaki proces za takimi zmianami sie kryje. To
pokazuje, ze Pani mgr Trombik posiada umiejetnos¢ planowania wielu eksperymentdw i zarzadzania
ogromem danych.

Nastepnie Doktorantka podsumowuje uzyskane przez nig wyniki, dzieki ktorym mozliwe byto
opisanie zachodzacych zmian strukturalnych poszczegdlnych sktadnikéw badanego uktadu oraz ich
wzajemnych oddziatywan na podstawie wnikliwego przesledzenia zmian spektralnych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Trombik jest napisana rzetelnie, dobrym stylem, zwiezle i
poprawnie pod katem jezykowym. Niewiele w niej bteddw interpunkcyjnych, czasami pojawiajg sie

skroty myslowe, niezrecznosci jezykowe, czy powtdrzenia. Niemniej jednak nie wptywajg one na
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odbidr pracy i mojg bardzo pozytywng jej ocene.

3. Oryginalno$¢ i wartos¢ naukowa rozprawy

W  przedstawionej do Recenzji rozprawie doktorskiej Pani mgr Tromik badata modelowe
biomembrany ztozone z warstwy lipidowej DPPC/DPPG, do ktérej dodawata inne sktadniki wystepujace
w naturalnych btonach komadrkowych, tj. poli-L-lizyne symulujacg biatko i cholesterol. Sktadniki te maja
aktywnos¢ biologiczng, ktéra moze by¢ modulowana przez oddziatywanie np. z substancjami czynnymi
lekow. Jako model tych ostatnich Doktoranta wybratfa trzy zwigzki chalkonu, ktére majg korzystne
aktywnosci biologiczne, a takze sg m.in. obiecujgcymi kandydatami potencjalnych lekéw
antyamyloidowych. To zadanie niezwykle ambitne, o interdyscyplinarnym charakterze, a uzyskane
wyniki przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia zmian zachodzacych w btonach komdérkowych.

Przedstawiong mi do oceny rozprawe oceniam wysoko, a zgromadzony w niej materiat badawczy
wnosi istotny wktad w zrozumienie analizowanych przez Panig mgr Tromik proceséw. Tematyka, ktorg
przedstawita Doktorantka w swojej pracy doktorskiej spetnia kryterium nowosci naukowej,
Doktorantka ma duze doswiadczenie w zakresie rejestracji widm, a takze panuje nad ogromng iloscig
danych, ma niezwykta cierpliwos$¢ w ich opracowywaniu oraz biegtos¢ w ich interpretacji.

Wydaje mi sie, ze Doktoranta nie wspomniata w Dysertacji, czy przedstawione wyniki zostaty
opublikowane i gdzie. Natomiast w rozdziale 9 Rozprawy doktorskiej Pani mgr Trombik podaje Spis
publikacji wtasnych, posterdw i wystgpien. Pordwnujgc wymienione przez Doktorantke trzy publikacje
z wynikami zawartymi w Rozprawie wydaje sie, ze zaledwie niewielka cze$¢ doktoratu zostata
opublikowana. Na pewno otrzymane rezultaty znajdujg sie w:

P. Trombik, K. Cieslik-Boczula, Polarized ATR-FTIR studies of DPPC/DPPG lipid bilayers doped with PLL.,
2025, J. Mol. Struct., 1321, 140051 oraz w

P. Trombik, K. Cieslik-Boczula, Influence of phenothiazine molecules on the interactions between
positively charged poly-L-lysine and negatively charged DPPC/DPPG membranes, Spectrochimica Acta
A 2020, 227, 117563.

Trudno mi znalezé powigzanie publikacji w Int. J. Biol. Macromol. 2019, 125, 630 z rezultatami
prezentowanymi w Dysertacji. Wszystkie trzy czasopisma sg dobrze punktowane, o wspdtczynniku
oddziatywania odpowiednio IF= 4.0, 4.3 i 7.7, co w sumie daje 16 punktdw. By¢ moze reszta wynikdw
jest w trakcie przygotowywana do wystania do publikacji? Wydaje mi sie, ze szkoda bytoby ,schowad je

do szuflady”. Podobne badania ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach.

4, Pozostaty dorobek naukowy

Z zamieszczonych przez Doktorantke informacji wynika takze, ze uczestniczyta Ona w wielu



konferencjach krajowych i kilku miedzynarodowych, gdzie z sukcesami prezentowata swoje wyniki
uzyskujac wyrdznienia zaréwno za wystgpienia ustne jak i plakaty. Nalezy tez pamietaé¢ o panujacej
pandemii Covid-19, ktéra czesSciowo przypadta na lata realizacji pracy doktorskiej, stad udziat

internetowy Pani mgr Trombik w niektérych z nich.

5. Uwagi/Pytania

W pracy nie ma zbyt wielu bteddow, skrétdw myslowych, czy niescistosci. Wymienie kilka, ktére

zwrocity mojg uwage:
- str. 6, Zdanie: , W latach 70. ubiegtego wieku zaczeto badac liposomy pod kgtem kapsut zdolnych
zamyka¢ w swoim wnetrzu substancje aktywne” raczej powinno brzmieé: ,zaczeto badac
liposomy pod kgtem zastosowania ich w formie kapsut zdolnych do zamykania w swoim wnetrzu
substancji aktywnych”
- str. 19, zdanie ,Pasmo Amid | .... jest najbardziej uzytecznym pasmem analizowanym w celu
badania struktur drugorzedowych biatek” moze lepiej bytoby zastapic: ,Pasmo Amid | (choc
bardziej poprawnie jest powiedzie¢ ,pasmo amidowe [”) jest najbardziej uzytecznym pasmem
sposrod analizowanych w celu badania struktur drugorzedowych biatek”
- str. 26, Zdanie ,,Zwiekszenie rozdzielczosci spektralnej uzyskanych widm i pogtebienie informacji
na temat zmiennosci badanych uktadow uzyskano dzieki zastosowaniu szerequ analiz
chemometrycznych.” raczej powinno brzmieé: ,Metody chemometryczne pozwalajq na
pogfebionq interpretacje zmiennosci badanych uktadow...”
-str. 3, Rys. 1.1, nie zostat przygotowany przez Autoréw pracy [5]. W pracy tej pod rysunkiem

znajduje sie link to strony internetowej, z ktérej rysunek zostat zaczerpniety.

Wydaje mi sie takze, ze dobrze bytoby zamiesci¢ widma w podczerwieni czystych zwigzkow poli-L-
lizyny, cholesterolu i zwigzkéw chalkonu, zeby dla czytelnika byto jasne czy ich pasma nie zaburzaja

interpretacji wiekszych uktadow.

Na rys. 4.14 mozna byto umiesci¢ tez dane czystej poli-L-lizyny, tak jak na Rys. 6 w publikacji

Doktorantki w J. Mol. Struct., 1321, 140051.

Podczas lektury Dysertacji nasunety mi sie m.in. nastepujgce pytania:

a) Badane przez Doktorantke uktady dalekie sg od tych, ktorymi zajmujemy sie w naszym Zespole
dlatego nie wiem jak istotne sg badania temperaturowe badanych ukfadow? To ciekawe
zagadnienie dla pogtebienia wiedzy o badanych strukturach, ale w jakich sytuacjach, np.

temperatura 60°C jest istotna, skoro modelowe uktady majg nasladowad te wystepujgce w
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naturze?

b) W dwdch publikacjach, w ktérych mgr Trombik jest wspotautorkg, badana jest struktura poli-L-
lizyny metodg oscylacyjnego dichroizmu kotowego (VCD). Ciekawa jestem, czy podjeliscie
Panstwo probe rejestracji takich widm wiekszych struktur, np. DPPC/DPPD/PLL? Albo PLL z
zanurzonymi zwigzkami chalkonu lub cholesterolu?

¢) O ile pasma rozciggajgce grupy karbonylowej lipidéw, poli-L-lizyny, czy chalkondw znajdujg sie
w roznych obszarach spektralnych, to pasma rozciggajgce grup CHs i CH; znajdujg sie raczej blisko
siebie. Dobrze bytoby zestawi¢ tez zakres dla réinych skfadnikéw i ,ztozonego” uktadu. Czy

obecnos¢ PLL nie zaburza interpretacji proceséw zachodzgcych w btonach?

6. Podsumowanie recenzji

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Trombik pt. ,Spektroskopowe
badania ukfaddw btona lipidowa/poli-L-lizyna w obecnosci zwigzkéw chalkonu” spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdin. zm.), tj.:

- ,Rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie (...) oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej” (art. 187 ust. 1);

-,Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego (...)” (art.
187 ust. 2);

-,Rozprawe doktorskg moze stanowic praca pisemna, w tym monografia naukowa, zbidr

opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow naukowych (...)” (art. 187 ust. 3).

Rozprawa prezentuje duzg wiedze Pani mgr Pauliny Trombik i Jej umiejetnos¢ prowadzenia
interdyscyplinarnych badann naukowych. Opisane badania sg oryginalne, rzetelnie opracowane,
zanalizowane, przedyskutowane, a praca jest bardzo starannie napisana. W zwigzku z tym wnioskuje
do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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