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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Dominika Drabika pod tytutem
“Development of methods for determination of mechanical parameters of lipid
membranes” (“"Rozwoj metod doswiadczalnych do wyznaczania parametrow

mechanicznych blon lipidowych™)

Zaleznosci pomiedzy mechanicznymi  wilasciwosciami  komorek oraz  sitami
generowanymi przez elementy wewnatrzkomorkowe lub dziatajacymi na komorki z
zewnatrz objawiajg sie nam jako kluczowe dla utrzymywania ich prawidtowego
funkcjonowania. Najwazniejszg barierg mechaniczna kazdej komorki zywej jest btona
komorkowa, wiasciwosci ktdrej w przewazajgcym stopniu determinowane sa zdolnoscig
lipidow do tworzenia struktur lamelarnych. W ostatnich latach jestesmy swiadkami
prawdziwej eksplozji doniesiern naukowych na temat roznorodnosci lipidow tworzacych
btony biologiczne, ich funkcji jako modulatoréw i przekaznikéw w procesach sygnatowych
oraz bezposredniego wptywu fizykochemicznych wiasciwosci dwuwarstwy lipidowej na
roznorodne procesy komorkowe. Z drugiej jednak strony, nasza wiedza na temat
molekularnych mechanizmow zawiadujacych konwersjg mechanicznych wiasciwosci btony
w odpowiedz fizjologiczna komorki wcigz pozostaje w duzym stopniu niekompletna. By
zmieni¢ taki stan rzeczy konieczne jest tworzenie nowych narzedzi pozwalajacych na
badania ukladéw biologicznych w scisle kontrolowanych warunkach, co jest niezbedne do

jednoznacznej interpretacji obserwowanych zjawisk.

Przedstawiona do oceny dysertacja naukowa wychodzi naprzeciw tym potrzebom. Jej
Autor postanowil opisac ilosciowo mechaniczne wiasdciwosci dwuwarstw lipidowych, w
zaleznosci od ich skiadu lipidowego, 2z wykorzystaniem zarowno podejscia
eksperymentalnego jak i symulacji dynamiki molekularnej. Chociaz podobne podejscia
byty juz wczesniej stosowane w analizach poszczegolnych parametrow mechanicznych
bton, do tej pory nie pozwolity one na uzyskanie catosciowego i jednoznacznego opisu

wspomnianych zagadnien. Badania Autora rozprawy doktorskiej, ktore w sposab
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konsekwentny podzielone sg na trzy etapy obejmujgce rozwoj metod pomiarowych i
analitycznych, weryfikacje ich poprawnosci oraz zastosowanie proponowanego podejscia
naukowego do rozwigzania zagadnienia naukowego, pozwalaja w duzym stopniu

przyblizy¢ sie do tego celu.

Autor pracy doktorskiej przedstawit swoje dokonania w postaci zestawu trzech, scisle
powigzanych ze soba artykutéw eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach o
uznanej miedzynarodowej renomie (sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact
Factor przekracza 10): Chemistry and Physics of Lipids, Biochimica et Biophysica Acta —
Biomembranes oraz Langmuir. Artykuty te stanowig wycinek bogatego (jak na ten etap
kariery naukowej) dorobku Doktoranta, obejmujacego w sumie dziewie¢ prac
eksperymentalnych, wsréd ktérych az w czterech jest on pierwszym (i jednoczesnie
korespondujacym) autorem. Donioste znaczenie tego dorobku znajduje swoje
odzwierciedlenie nie tylko w sumarycznym wspotczynniku oddziatywania IF czasopism w
ktérych zostat opublikowany przekraczajacym 28, ale takze w tym, ze zostat on juz
zauwazony w sSrodowisku naukowym, o czym s$wiadczy sumaryczna ilos¢ cytowan
wynoszaca 32 (wg bazy Scopus na dzien sporzadzenia recenzji). Ponadto, Doktorant
wielokrotnie przedstawiat wyniki swoich badan na konferencjach krajowych oraz
miedzynarodowych. Warto podkreslic, ze Doktorant z sukcesem aplikowat o wsparcie
finansowe swoich badan, co zaowocowato uzyskaniem dwodch grantéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach programow Preludium i Etiuda. We wszystkich artykutach
sktadajacych sie na rozprawe doktorska mgr inz. Dominik Drabik jest pierwszym
wspotautorem oraz petni funkcje autora korespondujacego. Dotgczone oswiadczenia
wspotautoréw jednoznacznie wskazuja na wiodacq role Doktoranta w powstaniu tych
publikacji, polegajaca na przeprowadzeniu wiekszosci eksperymentow i analizie wynikow,

udziale w planowaniu eksperymentow oraz przygotowaniu manuskryptow do publikacii.

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim, gdzie na 90 stronach oprocz
wspomnianych powyzej publikacji, Autor prezentuje streszczenie (takze w jezyku
polskim), cel oraz zarys pracy opatrzony odnosnikami do najwazniejszych i najbardziej
aktualnych pozycji literaturowych (w sumie 136 pozycji w tym 19 opublikowanych w ciagu
ostatnich czterech lat). Wspomniane elementy pracy stanowia wartosciowe opracowanie
pozwalajace na wprowadzenie czytelnika w meritum publikacji stanowiacych rdzen
dysertacji. Jakkolwiek ta czesc¢ pracy generalnie zastuguje na wysoka ocene, miejscami

precyzja przekazu cierpi na skutek checi skondensowania przekazywanych informacii.
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Sadze, ze nie ma potrzeby wyszczegolniania wszystkich btedéw edytorskich badz
typograficznych (jak na przyktad niekompletna lista skrotow — brak rozwiniecia np. HSPC,
niespojnosci w oznaczaniu lokalizacji wigzania podwdjnego w taricuchach acylowych, tytut
podrozdzialu na str. 24 nieadekwatny do tresci), jednak kilka przedstawionych ponizej
kwestii wymaga sprostowania badz uscislenia, szczegolnie, ze praca ta z pewnoscig stanie
sie zrodtem informacji i inspiracji dla innych naukowcéw oraz studentow. Przede
wszystkim w zbytnim uproszczeniu opisano mezomorfizm liotropowy lipidow - niektore
czasteczki, jak np. lizofosfolipidy lub cholesterol nie tworzg z reguty stabilnych struktur
lamelarnych. Zbytnim uproszczeniem jest takze stwierdzenie, ze wszystkie
fosfatydylocholiny i sfingomieliny wystepuja w egzocytoplazmatycznej monowarstwie
lipidowej btony - owszem, w zaleznosci od typu kombrek jest zarysowana asymetria
(szczegolnie dla sfingomieliny) jednak nigdy nie jest ona absolutna (np.
Fujimoto&Parmryd 2017 Front. Cell Dev. Biol.). Nie jest tez prawdg, ze czas zycia (a scislej
mowigc pottrwania) biatek integralnych to 2-5 dni, gdyz w rzeczywistosci moze byc¢
znacznie krotszy (kilkadziesiat minut) lub dtuzszy (np. Herve et al. 2007 ] Membr Biol).
Za pomocg ryciny 1.1 (prezentujgcej w domysle btone plazmatyczng komorki z
wyszczegolniona strong cytoplazmatyczng) Autor sugeruje, ze tylko niektére biatka
przezbtonowe sa glikozylowane, podczas gdy w rzeczywistosci niemal wszystkie ulegaja
tego typu modyfikacjom. Poza tym nie definiuje roznicy pomiedzy przedstawionymi na tej
rycinie biatkami peryferyjnymi (,peripherial protein”) a biatkami powierzchniowymi
(,surface protein”) - czy taki podziat jest uzasadniony? Czy w tym kontekscie wymienienie
tzw. ,structural proteins” jako elementow btonowych nalezy traktowac¢ jako btad
edytorski? Na rycinie 1.2 w czasteczce sfingomieliny btednie zaznaczony jest element
strukturalny pochodzacy od sfingozyny, poza tym w tej czasteczce pojawia sie takze
tréjwartosciowy atom wegla. Nalezatoby takze zaznaczyc, ze struktura tzw. beta-helisy
klasyfikowana jest (takze przez autorow artykutu cytowanego pod pozycjg 25) jako
struktura trzeciorzedowa, stad trudno poréownywac¢ jej geometrie z klasycznag
drugorzedowq struktura typu alfa-helisa. Trudno sie zgodzi¢ takze ze stwierdzeniami, ze
pecherzyki lipidowe moga by¢ wykorzystywanie jedynie do obrazowania lub metod
jakosciowych (co np. z zastosowaniem metodologii Autora, spektroskopii korelacji
fluorescencji, interferometrii biowarstwowej i termoforezy mikroskalowej z uzyciem
liposomdéw - np. Thomas et al. 2015 BBA-Biomembranes, Wallner et al. 2017 Colloids
Surf. B, van den Bogaart et al. 2012 ] Biol Chem), a praca z btonami podpartymi (ang.
supported lipid bilayers) wyklucza analize krzywizny btony (np. Yu&Groves 2010 Med. Biol

Eng Comput). Sprostowania wymaga takze nomenklatura dot. badari monowarstw
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lipidowych: prawidtowym okresleniem elementu sensora cisnienia powierzchniowego jest

ptytka Wilhelmiego, zgodnie z oryginalna publikacig z 1863 roku autorstwa Ludwiga
Wilhelmiego.

Badania, ktore przeprowadzit mgr inz. Dominik Drabik w ramach realizacji projektu
doktorskiego majg nie tylko duza wartosc poznawczg, ale sa takze bardzo dobrym
przyktadem witasciwie ukierunkowanych prac dazacych do rozwoju metodologii badan.
Mozna je podzieli¢ na trzy gtéwne etapy: pierwszy obejmujacy szczegotowg analize i
optymalizacje procesu przygotowywania modelowych systemow blonowych, drugi
polegajgcy na rozwinieciu techniki flicker-noise pozwalajgcej na analize spontanicznych
drgan termicznych | wyznaczenie wspotczynnika elastycznosci btony oraz trzeci polegajacy
na rozszerzeniu metodologii badan nad wlasciwosciami mechanicznymi blton o symulacje
dynamiki  molekularnej | narzedzia obliczeniowe pozwalajace na analize
wieloparametrowa. Kolejnos¢ przedstawionych w dysertacji artykutéw naukowych
odpowiada tym etapom, przy czym nie jest to kolejnos¢ chronologiczna. Nie mam jednak
watpliwosci, ze kazda z prac stanowi samodzielng catos¢ i wnosi swojq trescig wiele
cennych informacji do swiatowej nauki. Jest to potwierdzone nie tylko uznaniem
recenzentow w procesie publikacyjnym, ale takze dynamicznym przyrostem cytowani tych
publikacii.

Pierwsza praca sktadajaca sie na omawiany cykl to przyktad podejscia do optymalizacji
procesu elektroformacii jednosktadnikowych gigantycznych pecherzykow
jednowarstwowych (GUV) z uzyciem pradu zmiennego przytozonego do elektrod
platynowych w roztworach wodnych o niskiej konduktywnosci. Metoda ta jest znana juz
od ponad 30 lat i bardzo szeroko stosowana w laboratoriach na catym swiecie, jednak
procesy odpowiedzialne za tworzenie sie pecherzykow nie do korfica sq poznane, co
utrudnia jednoznaczne okreslenie najlepszych parametrow. Publikacja dobrze wpisuje sie
w bogato reprezentowany nurt poszukiwan optymalnych warunkow tworzenia
pecherzykow przynoszac bardzo interesujgce | uzyteczne obserwacje. Zasadniczym
pytaniem, jakie rodzi sie po lekturze artykutu jest to, czy zaproponowany przez autorow
protokot elektroformaciji mozna uwazac za uniwersalny (tzn. czy mozna go odniesc do
bardziej ztozonych mieszanin lipidowych lub lipidow o wyzszym stopniu nasycenia
tancuchow acylowych niz stosowanych przez autorow, oczywiscie z uwzglednieniem
temperatury glownego przejscia fazowego). Innym zagadnieniem, ktére wymaga

komentarza jest kwestia podatnosci lipidow (szczegolnie tych zawierajgcych wigzania
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podwdjne w tancuchach acylowych) na procesy utleniania, ktore moga byc znaczaco
przyspieszone w warunkach elektroformacji (np. Breton et al. 2015 J Membrane Biol). Czy
skrocenie procesu elektroformacji do 1-2 godzin (zgodnie z niektorymi publikowanymi
wczesniej protokotami) nie bytoby wystarczajgca do utworzenia pecherzykow o

pozadanych parametrach przy ograniczeniu utleniania lipidow?

Kolejna publikacja zawarta w cyklu dotyczy zastosowania opartej o fluorescencje
spektroskopii fluktuacji bton pecherzykow GUV do ilosciowego opisu elastycznosci bton
zbudowanych z réznych lipidow. Wysoka wartosc tej pracy wynika w gtownej mierze z
poréwnania i wzajemnej walidacji réznych metod akwizycji oraz obrobki obrazu jak
rowniez oszacowania wptywu wiasciwosci lipidowych sond fluorescencyinych oraz osrodka
wodnego otaczajacego badane btony na jakos¢ i zbieznosc¢ otrzymywanych wynikow.
Podejscie eksperymentalne zaproponowane w tym artykule otwiera sporo nowych
mozliwosci badania niehomogennych bton lub pecherzykow oddziatujacych z innymi
komponentami, co zostato wykorzystane m.in. przez autorow w innych opublikowanych
przez nich badaniach. Interesujgcym z praktycznego punktu widzenia jest zagadnienie
doboru grubosci warstwy konfokalnej: w omawianej pracy oba systemy akwizycji
pracowaly w podobnym zakresie (0,851 1,38 um odpowiednio dla mikroskopu z wirujgcym
dyskiem i dla systemu skanujacego), czy zwiekszenie wartosci tego parametru jest
mozliwe bez uszczerbku dla doktadnosci pomiarow? Czy jest jakies optimum wzgledem

wielkosci (srednicy) analizowanych pecherzykdw?

W ostatnim artykule zamieszczonym w pracy doktorskiej mgr inz. Dominik Drabik wraz
z wspotautorami  wykorzystuje prezentowany wczesniej warsztat eksperymentalny
znacznie go poszerzajac o symulacje dynamiki molekularnej zastosowanej wzgledem
niewielkich pecherzykéw lipidowych (o $rednicy 20 nm). Wybor tak matych pecherzykow
o bardzo duzej krzywiznie btony, ktore oscylujg na granicy stabilnosci termodynamicznej
(Israelachvili et al. 1977 BBA-Biomembranes) budzi pewne watpliwosci. Sq one jednak
przynajmniej czesciowo zniwelowane dzieki réwnolegtej analizie uktadow planarnych
traktowanych jako uktady referencyjne. Od razu nasuwa sie pytanie czy w opinii Autora
mozna byloby spodziewa¢ sie uzyskania nieco bardziej zbieznych z danymi
eksperymentalnym wynikéw uzyskanych dzieki dituzszym symulaciom (>>10 ns)
pecherzykow o wigkszej srednicy? W ujeciu cato$ciowym praca ta moze by¢ traktowana
jako wyznacznik nowych kierunkéw badan nad wtasciwosciami mechanicznymi bton

lipidowych. Podjety w niej watek naukowy, polegajacy na poréwnaniu ogdlnych
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wtasciwosci strukturalnych (takich jak grubosc¢ dwuwarstwy i powierzchnie przypadajaca
na czasteczke lipidu) oraz wiasciwosci mechanicznych (tj. elastycznosci i Scisliwosci)
dwuwarstw lipidowych bedacych w roznych fazach, jest niezwykle istotne z punktu
widzenia mozliwosci petnego opisu zachowania sie bton zawierajacych lipidy w fazie statej,

gdzie topologia btony oraz odksztatcenia scinajace moga odgrywac znaczaca role.

Reasumujac, cykl publikacji stanowigcy podstawe recenzowanej pracy doktorskiej
stanowi oryginalny i cenny wktad w rozwoj reprezentowanej przez Autora dziedziny
naukowej. Wraz z pozostatym dorobkiem naukowym swiadcza one nie tylko o pracowitosci
Doktoranta, ale takze o jego dojrzatosci naukowej odzwierciedlajacej sie w umiejetnosci
krytycznej interpretacji danych i wyciggania witasciwych wnioskow. Chciatbym przy okazji
zainspirowac Autora do spiecia swojego dotychczasowego dorobku klamrg w postaci
artykutu przegladowego, ktory bytby okazja nie tylko do podsumowania wszystkich
wynikow, ale takze do zbudowania na ich podstawie nowych intrygujacych hipotez.

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. inz.
Dominika Drabika spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone przez obowigzujacq ustawe o stopniach i tytutach naukowych, a dorobek
naukowy Doktoranta w petni uzasadnia nadanie mu stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie naukowej inzynieria biomedyczna. Niniejszym wnosze o dopuszczenie mgr.
inz. Dominika Drabika do dalszych etapow przewodu doktorskiego, a ze wzgledu na
wysoka wartos¢ naukowa pracy jak i bogaty dorobek publikacyjny Doktoranta proponuje
jej wyrdznienie.

Alekoyghe € apetl-

dr hab. Aleksander Czogalla
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