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Recenzja rozprawy doktorskiej pani Madhurimy Chattopadhyay pt. The Role of Biological
Water in Biomimetic Cell Membrane Dynamics and Molecular Interactions

powstata na Wydziale Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej Politechniki Poznariskiej, pod
opieka pana dr. hab. inz. kukasza Pigtkowskiego, prof. PP. Praca dotyczy badania zaleznoéci
dynamiki bton lipidowych od stopnia ich uwodnienia przy wykorzystaniu metod mikroskopii
ﬂuorescencyjnej. Poza samymi wynikami pomiaréw istotnym jej aspektem jest opracowanie
protokotu pozwalajacego na uzyskanie stabilnych, odpornych na wysuszanie fragmentéw
dwuwarstwy lipidowej osadzonych na podtozu statym. Rozprawa zostata przygotowana w jezyku
angielskim, w formie zbioru trzech powiazanych tematycznie artykutéw naukowych i dodatkowo
zawiera manuskrypt czwartej, nieopublikowanej jeszcze pracy.

Jako ztozone, delikatne a za razem dynamiczne obiekty, btony lipidowe s trudnym
przedmiotem badar. Brak jest metod eksperymentalnych, ktére pozwalatyby uzyska¢ informacje o
szczegotach atomowych organizacji btony oraz jej oddziatywan z biatkami i otoczeniem wodnym,
zachowujgc przy tym rozdzielczoé¢ Czasowa niezbedna do uchwycenia przebiegu zachodzacych
proceséw. Z kolei, potencjalnie posiadajgce te zalety podejscia oparte o symulacje komputerowe
napotykaja problemy zwigzane z dtugim czasem relaksacji fazy lipidowej. Co za tym idzie, kwestie
takie jak istnienie tzw. tratw lipidowych, mechanizmy regulujace ptynnos¢ btony, czy przebieg

Ocena merytoryczna

Kontekst i motywacja dla prowadzonych badan zarysowane sg we wstepnym, krétkim rozdziale
pracy. Autorka podkres$la znaczenie zbadania efektow dehydratacji bton lipidowych i zwigzanych
Z nig zmian dynamiki lipidéw dla zrozumienia podstaw molekularnych Szeregu proceséw o
znaczeniu biologicznym. Wskazuje takze na istotne ograniczenie metodologiczne dla tego typu

przekonywujacy sposéb uzasadnia podjecie badan orazjasno nakresla problem, ktéry Doktorantka
podejmuje si¢ rozwigzad.

Wtadciwe wprowadzenie w tematyke i metodologie pracy znajduje sie w czesci pierwszej roz-
prawy, obejmujacej rozdziaty od 2 do 7. Zawieraja one opis wiasciwosci fizykochemicznych i budo-
wy bton biologicznych, oméwienie mozliwosci uzyskiwania modelowych uktadéw zawierajgcych
dwuwarstwy lipidowe, przedstawienie istotnych aspektéw oddziatywania struktur btonowych ze
$rodowiskiem wodnym, zarys mechanizméw dyfuzji oraz przeglad technik mikroskopii fluorescen-
cyjnej. Rozdziaty te napisane sg bardzo dobrze i Zapewniajg informacje niezbedne do lektury ko-
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lejnych czesci pracy. Klarownosc, zwiezto$¢, a zarazem duza warto$¢ merytoryczna (wprowadze-
nie zawiera odnoéniki do ponad 200 pozycji literaturowych) wskazujg na gruntowne opanowanie
omawianej tematyki przez Doktorantke. Mimo szerokiego zakresu przedstawionych zagadnien, w
moim odczuciu, celowe bytoby dodatkowo uwzglednienie opisu struktur molekularnych stosowa-
nych w pracy sond fluorescencyjnych oraz sposobu ich potaczenia z czasteczkami lipidéw. Uta-
twitoby to zainteresowanym czytelnikom interpretacjg omawianych w dalszych czesciach pracy
informaciji o dyfuzji tego typu obiektow w btonie lipidowe;j.

Druga cze$¢ rozprawy zawiera kopie trzech publikacji oraz manuskrypt nieopublikowanego
jeszcze artykutu. Pierwsza praca pt. Hydration layer of few water molecules control lipid mobility
in biomimetic cell membranes zostata opublikowana w Journal of the American Chemical Society,
bedacym flagowym czasopismem Amerykanskiego Towarzystwa Chemicznego. Przedstawia ona
opracowang przez Doktorantke metode uzyskiwania stabilnych podczas osuszania dwuwarstw
lipidowych osadzonych na podtozu stalym oraz analiz¢ zmian wspotczynnika dyfuzji lipidow
w zaleznoéci od stopnia uwodnienia uktadu. Badania dynamiki btony przeprowadzone zostaty
przy uzyci techniki odzyskiwania fluorescencji po fotowybielaniu (ang. fluorescence recovery
after photobleaching, FRAP). Uzyskane wyniki wskazuja, iz szybko$¢ dyfuzji lipidow stopniowo
maleje wraz z obnizaniem wilgotnoéci wzglednej do okoto 50 %, po czym utrzymuje si¢ na
stalym, niskim poziomie przy dalszym osuszaniu uktadu. W powigzaniu z danymi literaturowymi
dotyczacymi struktury wody przy powierzchni bton, efekt ten autorzy pracy interpretuja jako
wynik destrukcji luzno zwiazanej czeéci warstwy hydratacyjnej, odpowiadajacej za ekranowanie
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy silnie polarnymi grupami fosfatydylocholiny lipidow.
Co istotne, jakosciowo podobna zaleznoé¢é wspoétczynnika dyfuzji od wilgotno$ci wzglednej
zaobserwowano dla wspétistniejacych w btonie uporzadkowanych i zdezorganizowanych faz
lipid6w o takim samym typie grupy polarnej. Stanowi to argument za tym, iz zarejestrowane efekty
s wynikiem specyficznych zmian hydratacji fosfatydylocholiny raczej niz proceséw zachodzacych
w hydrofobowym rdzeniu btony.

Opisywana w pracy procedura odwracalnego osuszania bton lipidowych jest cennym
narzedziem badawczym, niewatpliwie otwierajacym perspektywy do dalszych dos$wiadczen
i zastosowan. Juz pierwsze, opisane w omawianej pracy wyniki daja nieosiggany dotad
eksperymentalnie wglad w dynamike btony lipidowej w warunkach niskiego uwodnienia. Jak
podkre$la Doktorantka opisujac motywacje dla podjecia badan, warunki takie mogg zachodzi¢ w
uktadach biologicznych, w tym podczas szczeg6lnie istotnego procesu fuzji bton lipidowych. W
tym kontekscie ciekaw jestem zdania Autorki odnoénie potencjalnego paradoksu. Badania procesu
fuzji prowadza do wniosku, iz dehydratacja przestrzeni miedzybtonowej sprzyja obnizeniu bariery
energii swobodnej dla utworzenia potaczenia pomigdzy btonami, w literaturze anglojezycznej
okreélanego jako stalk. Wymaga ono opuszczenia warstwy macierzystej przez tancuch acylowy
czasteczki lipidu (tzw. lipid splay) i jego whnikniecia do sasiadujacej btony. Wydaje sig, ze w
przypadku opisywanej kwazi-zelifikacji lipidow bariera energetyczna dla tego zjawiska powinna
by¢ raczej wyzsza niz w btonach catkowicie uwodnionych, co sugerowatoby, ze dehydratacja moze
raczej utrudnia¢ niz sprzyjac fuzji.

Druga kwestia, co od ktorej nie znalaztem komentarza w pracy odnosi si¢ do pytania czy
w oparciu o zgromadzone dane mozna jednoznacznie wykluczy¢, iz towarzyszace osuszaniu
spowolnienie dynamiki bfony nie jest wynikiem powstawania bezposrednich oddziatywan
pomiedzy lipidami i statym podtozem w miare zanikania znajdujacej sie tam warstwy wody.
Autorka w elegancki spos6b wykazata co prawda, ze wspétczynnik dyfuzji zmienia sie podobnie w
obu warstwach btony, jednak przy zatozeniu mozliwosci sprzezenia pomigdzy dynamika warstw,
potencjalnie pierwotnym efektem thumaczacym uzyskane wyniki mogtoby by¢ spowolnienie
dyfuzji w obrebie warstwy zwréconej w kierunku podtoza.

Druga z przedstawionych prac, zatytutowana Sensing Hydration of Biomimetic Cell Membranes,



zostata opublikowana w czasopiSmie Biosensors. Opisane w niej metody i wyniki s3 podobne jak
W pierwszej publikacji, jednak nacisk potozony jest na przedstawienie Opracowanego protokotu
jako narzedzia pozwalajacego okregli¢ liczbe czasteczek wody w warstwie hydratacyjnej btony na
podstawie pomiaru wspotczynnika dyfuzji lipidéw. Oryginalnym, Omawianym w pracy rezultatem

wynikiem jest obserwacja, iz obecnog¢ jednowartosciowych jonéw: Na* lub K+, choé bezposrednio
nie zmienia dynamiki btony, ma stabilizujacy wptyw na warstwe hydratacyjng lipidéw przez
€0 opdéZnia obnizanie sie szybko$ci ich dyfuzji w miare wysuszania otoczenia. Wptywu takiego
okazujg sie nie mie¢ jony dwuwartosciowe: Ca2+ Mg2*, Zgodnie z interpretacja Autorki pierwszy
z nich niejako zawtaszcza ujemnie natadowane miejsca wigzace w obrebie polarnej glowy lipidu,
ograniczajac ich oddziatywanie z wodg, natomiast drugi, podlegajacy najsilniejszej hydratacji, w
ogole nie nawigzuje bezposrednich interakcji z lipidami. Sa to wyniki bardzo ciekawe, pozwalajace
wnioskowaé o strukturalnych aspektach oddziatywania czasteczek wody i jonéw z btonami
biologicznymi, a tym samym wkraczajace w obszary dostepne do tej pory gtéwnie za pomocy
symulacji komputerowych.

ke do zaproponowania hipotezy, w ramach ktorej fluktuacje stopnia uwodnienia btony powodujg
chwilows, lokalng immobilizacje lipidéow skutkujaca powstawaniem barier dla ruchu pozostatych
elementow btony. Zmiennosé w czasie rozktadu obszaréw bardziej i mniej mobilnych miataby pro-
wadzié¢ do usrednionego, subdyfuzyjnego charakteru dynamiki og6tu lipidéw. Z jednej strony, jest
to hipoteza spéjna z obrazem wylaniajacym sie ze wczesniejszych prac, ktéry pozwala zatozyé, ze



Ocena formalna

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim i jako cato$¢ obejmuje 143 strony. Skladaja sig na
nig: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, krotki rozdziat wstepny poswigcony okresleniu
motywacji i celow prowadzonych prac oraz dwie gtéwne czesci zawierajace odpowiednio
wprowadzenie do tematyki badan i zestawienie tekstow publikacji wraz z podsumowaniem
uzyskanych wynikoéw. Prace zamyka dodatkowy rozdziat, w ktérym wymienione s3 osiggnigcia
naukowe Doktorantki oraz dwa dodatki zawierajace podziekowania i deklaracje wsp6tautoréw co
do ich udziatu w przygotowaniu prezentowanych artykutow.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw majacych forme tzw. ,spinki” i sposéb prezentacji
wynikéw jest w nim zdeterminowany przez podziat na publikacje, z ktérych kazda stanowi
zamknieta cato$¢. W tym kontekécie, na uznanie zastuguje przygotowana specjalnie na potrzeby
rozprawy czgS¢ wstgpna. Ma ona dobrze przemyslang strukture, wiasciwy stopien szczegbtowosci,
a zarazem jest napisana w spos6b ciekawy i tatwy w odbiorze dla czytelnika. Zamieszczone W
niej rysunki sa wykonane bardzo starannie, z widoczng dbatoécia o detale i spojny styl. Catos¢
prezentuje si¢ tez bardzo dobrze od strony typograficznej.

Kazdy z artykutow zamieszczonych w czesci Il opatrzony jest odrebnym wstgpem osadzajacym
jego tres¢ w kontekécie rozprawy jako catoéci. Do opublikowanych tekstéw dotaczone sa takze
kompletne materiaty dodatkowe deponowane na stronach czasopism. W kazdej z opublikowanych
prac Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym autorem, O, biorac dodatkowo pod uwage
dotaczone deklaracje wspotautoréw, nie pozostawia watpliwoéci odnosnie jej wiodacego wkiadu
w uzyskanie prezentowanych wynikow i przygotowanie manuskryptow.

Czytajac rozprawg znalaztem wyjatkowo niewiele btedéw edytorskich, ktére dla porzadku
wymieniam: stata Boltzmanna zostata oznaczona wielka literg, podczas gdy zwyczajowo stosuje
sie oznaczenie kB (sekcja 4.1); w opisie dyfuzji anomalnej znalaz! sie skrét myslowy polegajacy
na rozréznieniu rodzaju dyfuzji w zaleznoéci od wzrostu lub spadku $redniego odchylenia
kwadratowego (MSD) w czasie, zaktadam, ze Autorce chodzito raczej o zmiang pochodnej MSD
w czasie; omawiajac $rednig znajdujaca sig¢ we wzorze 5.8, Autorka sugeruje, Ze brana jest ona po
wielu, losowo dobranych czasach oczekiwania, 7, podczas gdy czas oczekiwania jest ustalony, a
uérednianie odbywa si¢ dla wielu losowo zapoczatkowanych pomiaréw.

Podsumowanie

Rozprawe doktorska autorstwa pani Madhurimy Chattopadhyay oceniam bardzo wysoko.
Doktorantka z powodzeniem srealizowata ambitne cele. Pierwszym Z nich bylo opracowanie
nowatorskiej metody uzyskiwania stabilnych bton lipidowych na podtozu statym w warunkach
niskiego uwodnienia. Drugim, wykorzystanie tej metody do scharakteryzowania dyfuzji lipidow
w zaleznoéci od stopnia hydratacji i rodzaju jonéw obecnych w érodowisku. Przedstawione
wyniki maja niewatpliwie wysoka wartoé¢ naukowa. Sama metoda osuszania dwuwarstwy
lipidowej jest czescig warsztatu dajacego niedostepny dotad, precyzyjny wglad w zachowanie sie
bton biologicznych w warunkach niskiego uwodnienia. Z jednej strony, pozwala to na badanie
specyficznych aspektow funkcjonowania organizméw zywych, z drugiej otwiera drzwi dla prac w
domenie fizyki, prowadzacych do zrozumienia i opisu skomplikowanej dynamiki fazy lipidowej. O
uzytecznosci i wadze uzyskiwanych wynikéw $wiadczy ich docenienie przez spoteczno$¢ naukowq
wyrazajace sig publikacjami w najwyzszej rangi czasopismach, jak réwniez fakt, ze wyniki te staty
sie podstawa do ztozenia wniosku patentowego. Lektura rozprawy nie pozostawia watpliwosci iz
pani Chattopadhyay jest gtéwna autorka prezentowanych badan oraz, ze w sposob bardzo dobry
opanowata zar6wno poruszang tematyke jak i warsztat badawczy. Na uznanie zastuguje takze
znakomite przygotowanie rozprawy od strony edytorskiej.

Podsumowujac, w mojej opinii rozprawa w zupetnoéci spetnia warunki stawiane rozprawom



doktorskim okreslone w ustawie Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 .
I z przekonaniem wnosze¢ o dopuszczenie pani Madhurimy Chattopadhyay do dalszych etap6w
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie Wnosz¢ o wyréznienie rozprawy.

Whiosek o wyréznienie
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before. On the one hand, it is of importance for understanding biologically-related phenomena,
and on the other hand, it paves the way for physical studies on complex lipid phase dynamics. The
significance and usefulness of the obtained results for the scientific community are evidenced by
their appearance in top-ranking journals, as well as by the fact that they have become the basis fora
patent application. Considering the available information there is no doubt that Ms, Chattopadhyay
is the main author of the presented results and that she has mastered both the subject matter
and the associated research methodologies. Last, but not least the editorial side of the presented
dissertation also deserves high praise.

To conclude, in my opinion the dissertation fully meets the legal requirements and conditions
hecessary for obtaining PhD degree by its author. I am confident to express my recommendation

on this potential puzzle.

Is it possible to safely dismiss the hypothesie that the observed diffusion slow down at low
hydration conditions is caused by membrane friction against its supporting mica layer rather
than by intrinsic lipid-lipid interactions? The Author elegantly demonstrates that both, the
supported and environment-facing layers, respond equally to dehydration, but can this be
explained by assuming that upon solvent expulsion the supported leaflet becomes arrested
due to collision with mica surface and the other one slows down due to interleaflet coupling?

at the relevant, relatively slow time scale.
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