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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Emilii Krok pt. Eukaryotic and prokaryotic
biomimetic cell membranes: structure and its relation to environmental conditions

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska autorstwa pani mgr inz. Emilii Krok powstata
na Wydziale Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej Politechniki Poznarniskiej, pod opieka pana
dr. hab. inz. hukasza Pigtkowskiego, prof. PP. Praca dotyczy badania zmian organizacji i dynamiki
bion lipidowych w odpowiedzi na modyfikacje warunkow zewnetrznych. Dodatkowo poruszanym
zagadnieniem jest okreélenie rodzaju i proporcji podstawowych typéw lipidéw pozwalajacych
na uzyskanie mozliwie prostego lecz wiarygodnego modelu btony bakteryjnej. Rozprawa zostata
przygotowana w jezyku angielskim, w formie zbioru trzech powigzanych tematycznie artykutéow
naukowych.

Blony lipidowe sg obiektem intensywnych badan naukowych juz od dekad. Chociaz dzi$ juz w
peini dostrzegamy, iz ich stopien komplikacji oraz rola wykraczajg daleko poza proste hydrofobo-
we bariery rozdzielajace kompartmenty komérkowe, liczba pytan pozostajacych bez odpowiedzi
weale nie maleje. Szczegdlnie interesujacym zagadnieniem jest wplyw mikrostruktury bton na ich
funkcje. Manifestuje sie on przez zalezng od lokalnej organizacji modulacje ptynnosci i topogra-
fii warstwy lipidowej, jej specyficzne oddziatywania z biatkami oraz predyspozycje do udziatu w
zmianach topologii takich jak fuzja czy paczkowane. Mimo fundamentalnego znaczenia, badania
nad tymi problemami postepujg stosunkowo powoli, czego przyktadem sa trwajace od lat osiem-
dziesiatych ubiegtego stulecia debaty na temat istnienia i potencjalnej roli tzw. tratw lipidowych.
Przyczyng sg miedzy innymi ograniczenia metod eksperymentalnych, w szczegélnosci trudnos¢
uzyskania rozdzielczo$ci przestrzennej pozwalajacej rozrézni¢ mikrodomeny btony przy jednocze-
snym zachowaniu rozdzielczo$ci czasowej niezbednej do uchwycenia przebiegu zachodzacych pro-
ceso6w. Komplementarne podejscia, oparte o symulacje komputerowe, napotykajg natomiast ogra-
niczenia wynikajgce z powolnej relaksacji fazy lipidowej.

Podjeta przez doktorantke tematyka, obejmujgca zastosowanie szerokiej palety metod ekspe-
rymentalnych do systematycznej analizy mikroorganizacji biomimetycznych bton lipidowych w
kontekécie zmian pH $rodowiska zewnetrznego, stopnia uwodniania oraz modyfikacji ich sktadu,
jest istotna i dobrze wpisuje sie w nurt §wiatowych badan, pozostajgc na styku bioinzynierii i bio-
logii molekularnej.

Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdzial pracy obejmuje wprowadzenie do tematyki badan, uzasadnienie jej podjecia
oraz oméwienie struktury rozprawy. Opisujgc motywacje dla przeprowadzonych prac, autorka
skupia sie na zarysowaniu istotnej biologicznej roli mikrodomen lipidowych oraz na wskazaniu,
iz szereg pytan dotyczacych mechanizméw ich powstawania oraz udziatu w procesach zyciowych
pozostaje bez odpowiedzi. W moim odczuciu, niektére elementy opisu mikrostruktury bton



s3 tu nieco zbyt szczegétowe jak na rozdziat wstepny, a ich zrozumienie dla czytelnika
mniej zorientowanego w tematyce moze by¢ trudne bez wczesniejszej lektury kolejnych czesci
pracy. W tekst wkradt si¢ skr6t myslowy w postaci stwierdzenia, iz nowotworowe komérki
macierzyste maja tendencjg do lokalizowania sig¢ w obrgbie tratw lipidowych. W podobnym duchu,
niefortunny jest rys. 1.1D, mogacy sugerowac, iz struktury wiruséw sa poréwnywalnej wielkosci
do pojedynczych fosfolipidéw. Pomimo stosunkowo rozbudowanej zawartosci merytorycznej,
podrozdziat zatytutowany "Motivation”, majacy, jak mniemam, przedstawi¢ motywacje dla podjecia
badan nie zawiera wprost przedstawionej informacji dlaczego akurat zagadnienia takie jak efekty
zmian poziomu nawodnienia btony lub odczynu $rodowiska sa szczegélnie godne uwagi lub
w jakim celu warto rozwaza¢ mikroorganizacje biomimetycznych bton bakteryjnych. Stosowne
argumenty znajdujg si¢ dopiero w kolejnym podrozdziale, w ktérym Autorka omawia strukture
pracy oraz zawarto$ci poszczegélnych publikacji.

Drugi rozdziat pracy poswigcony jest opisowi biologicznych bton lipidowych. Autorka
sprawnie przedstawia fizyczne podstawy mechanizmu tworzenia dwuwarstwy przez czasteczki
fosfolipidow, zwraca uwage na réznorodnos¢ i specyficzne whasciwosci lipidéw oraz zarysowuje
réznice w budowie bton eukariotycznych i bakteryjnych ze szczegélnym uwzglednieniem bakterii
gram dodatnich i gram ujemnych. Troche szkoda, Ze nie znalazto sie miejsce na krétkie oméwienie
biatek membranowych w zakresie sposobu ich oddziatywania z btonami i roli funkcjonalnej,
zwlaszcza w odniesieniu do wptywu na organizacje fazy lipidowej. W moim odczuciu, wtasnie w
tym rozdziale, raczej niz we wstepie, korzystniejsze bytoby zawarcie informacji o mikrodomenach
i zwigzanych z nimi procesach biologicznych.

Rozdziaty trzeci i czwarty zawieraja oméwienie modelowych uktadéw reprezentujacych btony
lipidowe oraz metod eksperymentalnych wykorzystanych w pracy. Zgromadzone informacje
$3 wyczerpujace i stanowig bardzo dobra podstawe do lektury publikacji sktadajgcych si¢ na
gléwng czg$¢ pracy. Mimo, z natury rzeczy, do$¢ technicznego charakteru przedstawianego
materiatu, Autorce z powodzeniem udato si¢ opisa¢ go w sposéb ciekawy i tatwy w odbiorze. Na
uznanie zastuguje che¢ do zapewnienia czytelnikowi szerszego kontekstu, zar6wno historycznego
jak i naukowego, dla przedstawianych zagadnien. Swoboda wypowiedzi jak i duza wartosé¢
merytoryczna omawianych rozdziatéw, poparta zawartymi w nich odno$nikami do ponad 100
pozycji literaturowych (na ogélna liczbg ponad 200 dla catej pracy), $wiadczg o ewidentnej biegtos¢
Doktorantki w zakresie technik eksperymentalnych.

Pigty rozdziat rozprawy zawiera kopie pracy pt. Lateral organization of biomimetic cell
membranes in varying pH conditions opublikowanej w Journal of Molecular Liquids. Giéwnym
uzyskanym wynikiem jest wykazanie wzrostu wielko$ci domen fazy uporzadkowanej bieny
lipidowej osadzonej na podtozu stalym w miare wzrostu pH otoczenia. Autorka interpretuje
go jako efekt wzrostu napiecia liniowego na granicy faz, u podtoza ktérego lezy rosnaca wraz
ze wzrostem zasadowo$ci réznica grubo$ci uporzadkowanych i zdezorganizowanych domen
lipidowych. Jest to wynik niewatpliwie oryginalny i ciekawy. Nabiera on dodatkowej jeszcze
warto$ci w $wietle obserwacji, iz raz utworzone domeny pozostajg stabilne po neutralizacji pH.
Sugeruje to, obiecujaca z technicznego punktu widzenia, mozliwo$¢ kontrolowanego tworzenia
specyficznej mikrostruktury btony na potrzeby innych badan. Z czysto naukowego punktu
widzenia, pewien niedosyt budzi brak préby zaproponowania mechanizmu molekularnego
taczacego zmiany stezenia jonéw H* z modyfikacja konfiguracji lipidéw tworzacych faze
zdezorganizowang, jednakze jego ustalenie wymagatoby prawdopodobnie przeprowadzenia
symulacji komputerowych, pozostajgc poza, i tak szerokg, domeng zainteresowan Autorki. Ciekaw
jestem natomiast zdania Doktorantki co do mozliwych przyczyn praktycznej nieodwracalnoéci
zdeterminowanej przez wyj$ciowe pH formy separacji faz po péZniejszej neutralizacji Srodowiska.
Zastanawiam sie takze dlaczego separacji faz zaleznej od pH nie mozna byto zaobserwowaé wprost
na liposomach skonstruowanych z odpowiedniej mieszaniny lipidéw.



Drugi z przedstawionych artykuléw, pt. Nanoscale structural response of biomimetic cell
membranes to controlled dehydration, opublikowany w czasopi$mie Nanoscale, zaprezentowany
jest w rozdziale széstym. Ponownie dotyczy on analizy szczeg6téw separacji faz btony lipidowej,
jednak tym razem w zaleznoéci od stopnia uwodnienia uktadu. Giéwnym wynikiem jest obserwacja
spadku wielko$ci napiecia liniowego granicy faz w wyniku dehydratacji. Jest on spowodowany
relatywnym wzrostem grubosci fazy zdezorganizowanej w stosunku do uporzadkowanej, ktory
prowadzi do zmniejszenia stopnia tzw. niedopasowania hydrofobowego odpowiedzialnego za
koszt energetyczny mieszania lipidéw. Dodatkowa warto$cig pracy jest zastosowanie mikroskopii
sit atomowych do ustalenia doktadnego profilu warstwy powierzchniowej btony na granicy faz
oraz wykorzystanie modelu teoretycznego wigzacego stopien niedopasowania hydrofobowego z
wielko$cig napiecia liniowego. W tym bardzo interesujgcym artykule nie znalaztem odpowiedzi
na nurtujgce mnie pytanie czy separacja faz zachodzi w obu warstwach membrany lipidowej, czy
tylko w jednej, zewnetrznej. Na podstawie analizy profilu grubo$ci btony (rys. 4) wydaje sig, ze
faza zdezorganizowana przylega bezprosérednio do podtoza statego (wysoko$¢ jej powierzchni nad
podtozem odpowiada spodziewanej grubosci), a zatem efekt niedopasowania hydrofobowego po
tej stronie uktadu nie powinien by¢ sita napedowa separacji faz. Zastanawia mnie takze jeden
z wnioskéw wysunietych przez autoréw, w ktérym sugeruja oni, iz redukcja napigcia liniowego
moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym fuzji bton lipidowych w obszarze granicy faz. Wydaje sig, ze
konkluzja wynikajgca z cytowanego przy tej okazji artykutu grupy Lukasa Tamma jest odwrotna: to
raczej redukcja obwodu granicy faz przy wysokim napieciu liniowym jest wskazywana jako Zrédto
dodatkowej energii swobodnej napedzajacej proces fuzji.

Rozdziat si6dmy zawiera trzecia publikacje, zatytutowang Tunable biomimetic bacterial
membranes from binary and ternary lipid mixtures and their application in antimicrobial testing,
ktéra zostata opublikowana w czasopi$mie Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes.
Poswiecona jest ona systematycznej analizie wtasciwo$ci biomimetycznych bton lipidowych
skonstruowanych z podstawowych typ6éw fosfolipidow wymieszanych w réznych proporcjach.
Uzyskane wyniki wskazujg, zZe nawet niewielkie réznice w zakresie utamkéw molowych
poszczegblnych sktadnikéw wplywaja na powstanie badz zanik separacji faz oraz prowadza do
jako$ciowo réznych morfologii uzyskiwanych liposoméw. Skupiajgc sig na btonach bakteryjnych,
z rozréznieniem na szczepy gram dodatnie i gram ujemne, autorzy okreslili zakresy stezen
lipidéw pozwalajacych na uzyskanie ich mozliwie wiarygodnych reprezentacji. Testy wigzania
peptydu przeciwbakteryjnego do tak wytworzonych liposoméw wykazaly istotng korelacje
pomiedzy sitg oddzialywania a zawarto$cia ujemnie natadowanych lipidéw w btonie. Uzyskane
wyniki s3 niewatpliwie uzyteczne z praktycznego punktu widzenia. Dajg one gotowy przepis na
konstrukcje bton biomimetycznych przydatnych, na przyktad, na potrzeby testowania peptydéw
przeciwbakteryjnych, stanowigcych intensywnie rozwijana obecnie grupeg lekéw. W tym kontekscie
nasuwa mi sie pytanie, czy bazujac na zgromadzonych do$wiadczeniach Autorka sadzi, iz same
réznice w sktadzie lipidéw w btonach bakterii gram dodatnich i gram ujemnych mogg by¢ podstawa
do wytlumaczenia réznej aktywnosci lekéw przeciwbakteryjnych w stosunku do obu tych grup
bakterii, czy przyczyn nalezy raczej upatrywa¢ w fundamentalnie réznej budowie ich warstw
zewnetrznych.

Ocena formalna

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim i liczy 173 strony. Obejmuje ona: streszczenia w jezyku
angielskim i polskim, rozdziat po$wiecony wyjasnieniu motywacji dla podjecia badan i om6éwieniu
struktury rozprawy, trzy rozdziaty zawierajgce wprowadzenie do tematyki pracy, trzy rozdziaty
przedstawiajgce publikacje stanowigce podstawe doktoratu, podsumowanie najwazniejszych wy-
nikéw, zestawienie osiggnie¢ naukowych Doktorantki, spis literatury, o§wiadczenia wspétautoréw
co do ich udziatu w opracowaniu artykutéw oraz podzigkowania.



Cele pracy sg jasno okre$lone w rozdziale wstepnym, wraz ze wskazaniem ktéra publikacja
opisuje ich realizacje. Kazdy z prezentowanych w dalszej czeéci rozprawy artykutéw poprzedzony
jest krotkim wstepem naswietlajacym kontekst przedstawionych w nim badar oraz Zawierajacym
podsumowanie najwazniejszych wynikéw. W kazdej z prac Doktorantka jest pierwszym autorem
i autorem korespondencyjnym. Opisy wktadéw poszczegélnych wspétautoréw oraz ich dotaczone
o$wiadczenia nie pozostawiaja watpliwosci co do Jej wiodacej roli w prowadzonych badaniach i w
opracowaniu manuskryptéw.

Rozprawa jest przygotowana bardzo starannie od strony jezykowej i edytorskiej. Tekst
napisany jest z dbatoscia o poprawno$¢ stylistyczna i spéjnos¢ logiczna, dzieki czemu jest tfatwy
w odbiorze i czyta si¢ go ptynnie. Na uznanie zastuguje konsekwentne rozpoczynanie kolejnych
podsekcji od ciekawych cytatéw, co dodatkowo sprawia, ze lektura rozprawy jest przyjemna.
Opublikowane prace s3 dobrze wkomponowane w strukture cato$ci. W pozostalym zakresie
widoczna jest dbato$¢ o typografie i czytelne oznaczenia elementéw dodatkowych. Na bardzo
wysokim poziomie jest tez strona graficzna pracy: zamieszczone w niej ilustracje sg estetyczne,
przejrzyste i jednolite stylistycznie. W kilku miejscach jednak, nad realizmem przekazu wzieta
widocznie gére che¢ do symbolicznego przedstawienia tresci, co nie jest moim zdaniem optymalne
dla opracowan stricte naukowych: mam tu na my$li wspomniany juz wczesniej rys. 1.1 D oraz rys.
4.7 B, na kt6rym zapis krzywej intensywnosci sygnatu miejscami cofa sie w czasie.

Widoczna staranno$¢ Autorki w zakresie przygotowania rozprawy sprawita, ze w tekécie
znalazto si¢ wyjatkowo mato btedéw edytorskich. Z obowigzku recenzenta, ponizej wymieniam
kilka, ktére udato mi si¢ znalez¢: na stronach 25 i 43 oznaczenia mikrometra napisany sa jako
um, zamiast um, na stronie 46 funkcja sinus zapisana jest kursywa, na stronie 56 oznaczenie k7'
podane jest bez definicji i bez indeksu B, oznaczajacego zwyczajowo statg Boltzmanna, na stronie
58 oznaczenie mikrometra jest napisane kursywa.

Podsumowanie

Rozprawe doktorska autorstwa pani mgr inz. Emilii Krok oceniam bardzo pozytywnie. Doktorantka
podjeta temat separacji faz bton lipidowych, ktéry jest wazny zaréwno z punktu widzenia nauk
fizycznych jak i biologicznych. Wykorzystujac szeroka game technik eksperymentalnych Autorka
rozprawy z powodzeniem zrealizowata postawione sobie cele badawcze. Obejmowaty one: analize
tworzenia si¢ domen lipidowych w zaleznosci od pH $rodowiska i stopnia uwodnienia bion
oraz konstrukcj¢ bton biomimetycznych w oparciu o podstawowe typy lipidéw. Przeprowadzone
prace pozwolity z powodzeniem scharakteryzowa¢ mechanizm molekularny odpowiedzialny
za zmienno$¢ domen lipidowych w odpowiedzi na warunki zewnetrzne. Okazata si¢ nim by¢
modulacja réznicy grubosci fazy zdezorganizowanej w stosunku do fazy uporzadkowanej, ktéra
przektada si¢ na zmiany napigcia liniowego granicy faz prowadzac do mniej lub bardziej wydajnej
separacji lipidéw. W mojej opinii s3 to znaczace wyniki, ktére z jednej strony przyczyniaja sie do
lepszego zrozumienia sit napedowych tworzenia si¢ domen w btonach biologicznych, a z drugiej,
otwieraja perspektywy dla opracowania uktadéw badawczych opartych o membrany lipidowe
o kontrolowangj mikrostrukturze. Z kolei prace nad utworzeniem prostego lecz realistycznego
modelu btony bakteryjnej dostarczajg potencjalnie bardzo uzytecznego narzedzia w dziedzinie
badan stosowanych nad lekami przeciwbakteryjnymi.

Warto$¢ naukowa rozprawy opiera si¢ na trzech oryginalnych pracach opublikowanych w
prestizowych czasopismach o zasiggu globalnym. Doktorantka jest pierwszg i korespondencyjna
autorka wszystkich z nich. Catoksztalt zaprezentowanego materiatu nie pozostawia watpliwosci
co do Jej wiodgcego wktadu w przeprowadzone badania. Z kolei lektura autorskiej czeéci rozprawy
wskazuje na wysoki poziom merytoryczny Autorki, staranos¢ oraz biegte opanowanie warsztatu
badawczego i edytorskiego.

Podsumowujac, jestem przekonany iz przedstawiona mi do recenzji praca spetnia warunki
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stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i naucez dnia
20 lipca 2018 r. i bez najmniejszych watpliwo$ci wnoszeg o dopuszczenie pani mgr inz. Emilii Krok
do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.






