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W ostatnich latach coraz wiekszg role przypisuje sie tluszczom
w kontekscie nie tylko substancji zapasowych w organizmach zywych,
czy opisu réznorodnych reakcji biologicznych, ale réwniez wtasciwosci
bton biologicznych. Samoczynnie powstajace agregaty lipidow, takie
jak micele, monowarstwy, dwuwarstwy majg réznorodng budowe
i wlasciwosci, ktore zalezg m.in. od rodzaju, sktadu chemicznego
i struktury czasteczek lipidow a takze od budowy i witasciwosci
srodowiska zewnetrznego. Szczegdlnie istotne wydaje sie pozyskanie
gtebszej wiedzy na temat budowy i wiasciwosci mechanicznych
dwuwarstwy lipidowej, co dobrze wpisuje sie w intensywnie
rozwijajaca sie nowaq dyscypline naukowgq, mianowicie
mechanobiologie. Dyscyplina ta koncentruje sie na tym, w jaki
sposdb obcigzenia i zmiany wifasciwosci mechanicznych komoérek
wptywaja na ich wzrost i rdznicowanie, a w konsekwencji na
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prawidtowy badz patologiczny stan tkanek i narzadow. Gtownym
wyzwaniem mechanobiologii jest zrozumienie mechanotransdukcji, tj.
mechanizmdéw molekularnych, za pomocg ktérych komérki wykrywajag
i reagujg na bodzce mechaniczne. Poniewaz btony komdrkowe oprdocz
biatek zbudowane sg przede wszystkim z czasteczek lipidowych,
wiedza na temat wilasciwosci mechanicznych dwuwarstwy lipidowej
jest niezbedna do lepszego zrozumienia proceséw mechano-
transdukcji. Pozyskana wiedza w zakresie mechanicznych podstaw
regulacji procesdw biologicznych moze zostaé wykorzystana do
projektowania zaawansowanych biomateriatdw dla inzynierii
tkankowej i medycyny regeneracyjnej, a co za tym idzie wptynac
korzystnie na rozwdj szeroko rozumianej inzynierii biomedycznej.
Biorgc powyzsze pod uwage, chciatbym stwierdzi¢, ze tematyka
podjeta przez Doktoranta dotyczaca opracowania metod
doswiadczalnych i numerycznych oceny wiasciwosci mechanicznych
dwuwarstwy lipidowej jest w petni uzasadniona.

Praca zostata zredagowana w jezyku angielskim, opiera sie na
trzech opublikowanych artykutach, w ktérych doktorant jest
jednoczesnie pierwszym autorem jak i autorem korespondencyjnym.
Praca liczy w sumie 89 stron. Na poczatku znajduje sie streszczenie
pracy w jezyku angielskim i polskim, wykaz skrotéw uzytych w pracy,
w punktach przedstawiony zostat cel rozprawy oraz krotki tekst
odnosnie powigzania tematyki rozprawy z dyscypling inzynierii
biomedycznej. Nastepnie w Rozdziale 1 na 25 stronach Autor
zaprezentowat przeglad pismiennictwa wprowadzajacy do tematu
rozprawy, przygotowany na podstawie 136 pozycji literaturowych.
W dalszej czesSci zamieszczone sg trzy artykuty: pierwszy
opublikowany w Chemistry and Physics of Lipids w 2018 r, drugi
W Biochimica et Biophysica Acta z 2016 r i trzeci w czasopismie
Langmuir opublikowany on-line w marcu 2020. Do kazdego
z artykutdw dotgczone sg dodatkowe dane (supplementary files).
Na koncu dysertacji podana jest informacja, ze badania byly
finansowane z dwoch projektébw NCN i jednego projektu



sfinansowanego przez Wroctawskie Centrum Sieciowo-
Superkomputerowe Politechniki Wroctawskiej.

W Rozdziale 1 - wstepie literaturowym - Autor opisat, co to
jest mechanobiologia i omowit rodzaje lipidow tworzacych btony
biologiczne. Nastepnie skupit sie na modelach bton biologicznych
takich jak liposomy, dwuwarstwy lipidowe tworzone na stalych
substratach i monowarstwy Langmuira, a nastepnie krétko opisat
przejscia fazowe w dwuwarstwach. Rozdziat ten dobrze wprowadza
w tematyke dysertacji, jednak odnosi sie wrazenie, ze autor za mato
czasu poswiecit na korekte jezykowgq tekstu. Z obowigzku recenzentki
chce zwréci¢ uwage na takie btedy jak np. w pierwszym zdaniu na
str. 9 jest napisane ,forces has been recognised” (powinno by¢ ,have
been™), czy pod koniec pierwszego akapitu ,cells can adopt various of
shapes” (Autor miat chyba na mysli ,cells can take differnt shapes”
albo ,variety od shapes”), albo na poczatku drugiego akapitu ,while
membranes varies in composition” (powinno by¢ ,membranes vary in
composition”). Sa to biedy ortograficzne i sktadniowe, ale mozna
zrozumieé, co autor miat na mysli. Jednakze obok wymienionych
pojawiajg sie btedy merytoryczne, jak np. na str. 13 widnieje ,protein
absorptions”, zamiast ,protein adsorption”, na str. 14 ,surface
pressure change in function of lipid surface area”, zamiast ,surface
tension change as a function of lipid surface area” czy tez na str. 14
Jdifferent species of compounds” zamiast ,different types of
components/ingredients”.

W dalszej czesci Rozdziatu 1 Autor opisat modele mechaniczne
dwuwarstwy lipidowej a nastepnie techniki eksperymentalne
pozwalajgce na ocene wiasciwosci mechanicznych bton biologicznych,
klasyfikujac je na takie, ktére analizujg fluktuacje termiczne, techniki,
ktére analizuja deformacje mechaniczne i techniki rozpraszania
neutronéw lub promieniowania X. Podobnie jak w poprzednich
podrozdziatach i tutaj wystepuja drobne btedy ortograficzne
i skfadniowe, ktorych juz nie chce przytacza¢, poza jednym
przewijajacym sie w catej dysertacji (oprécz ostatniego artykutu
opublikowanego w czasopiémie Langmuir): chodzi o wyrazenie



»in case” (w razie czegos, na wypadek czegos, np. jakiegos zdarzenia
niepozadanego) zamiast wyrazenia ,in the case” (w przypadku
czego$, np. w przypadku danej probki). Tak jak poprzednio te
niedociggniecia nie przeszkadzajq az tak w podazaniu za wywodami
Doktoranta.

Pod koniec Rozdziatu 1 Autor na jednej stronie (str. 29)
przedstawit podsumowanie i perspektywy dalszych badan. Jest to
moim zdaniem najlepiej zredagowany fragment dysertacji, bardzo
dobrze podsumowujacy wyniki badan Doktoranta w zakresie
otrzymywania modeli bton lipidowych i opracowania nowych metod
oceny ich wiasciwosci mechanicznych, ponadto nakreslajacy kierunki
nowych planowanych eksperymentow, np. za pomocg mikroskopii sit
atomowych, ktore sg perspektywiczne z punktu widzenia badan bton
lipidowych. Rozdziat ten $wiadczy o umiejetnosci Doktoranta do
syntetycznego spojrzenia na uzyskane wyniki i wyciggania
wiarygodnych wnioskéw naukowych.

Rozdziat 2, tj. artykut opublikowany w Chemistry and Physics
of Lipids, 212, 2018, 88-95, dotyczy opracowania metody
formowania specjalnego rodzaju liposoméw - gigantycznych
jednowarstwowych pecherzykéw lipidowych (GUV - ang. giant
unilamellar vesicles), ktore w kolejnych dwoch rozdziatach sg uzyte,
jako modele bton lipidowych. W pracy badano wptyw takich
parametréow jak czas formowania, stan powierzchni elektrod,
czestotliwos¢ i napiecie pradu na wielkos¢ liposomoéw i efektywnosc
procesu formowania. Badania przeprowadzone za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej i cytometrii przeptywowej wykazaty, ze na
otrzymywanie liposomow najwiekszy wptyw majq parametry pragdowe
(napiecie i czestotliwos$¢) a nie czas prowadzenia procesu. Jest to
wynik o tyle wazny, ze pozwala na skrdcenie czasu otrzymywania
liposoméw o zdefiniowanych witasciwosciach, co ma duze znaczenie
praktyczne, np. w kontekscie wytwarzania przemystowego
liposomowych nos$nikéw lekéw. Liposomy GUV z racji swojej wielkosci
(5 - 200 pm) i budowy najbardziej zblizonej do budowy bton



komorek eukariotycznych stanowig tez doskonaty model do badan
witasciwosci nanomechanicznych bton.

Rozdziat 3, tj. artykut opublikowany w Biochomica et
Biophysica Acta, 1858, 2016, 244-252, dotyczy opracowania metod
doswiadczalnych majacych na celu wyznaczenia parametréw
mechanicznych bton lipidowych za pomocg analizy drgan termicznych
(spektroskopia flicker-noise) oraz numerycznej analizy fluktuacji
pecherzyka lipidowego 2z wykorzystaniem symulacji dynamiki
molekularnej. Przedmiotem badan byty liposomy typu GUV, ktére
zostaty wyznakowane fluorescencyjnie, aby moc obserwowac je za
pomoca skanujgcej mikroskopii konfokalnej (ang. confocal laser
scanning microscopy) i mikroskopii z wirujacym dyskiem (ang.
spinning disc microscopy). Za cel Autor postawit sobie ocene wptywu
techniki akwizycji obrazu na wyniki sztywnosci btony lipidowej
wytworzonej z dwdch lipidéw (POPC i DOPC) w zaleznosci od cisnienia
osmotycznego. Badania wykazaly, ze oba podejscia pozwalajg na
wyznaczenie wspotczynnika sztywnosci btony komérkowej a uzyskane
wyniki byly do siebie zblizone. Ponadto stwierdzono, ze sztywnos$c
btony DOPC w wodzie jest mniejsza niz POPC, a parametry
sztywnosci bton ulegajg dodatkowo obnizeniu w roztworze sacharozy.
Poniewaz opracowana metoda badawcza opiera sie na wykorzystaniu
sond fluorescencyjnych nasuwa sie pytanie o jej ograniczenia.
Czy Doktorant w czasie obrony magtby wypowiedzie¢ sie na ten
temat i zaproponowa¢ inne metody, ktére mogltyby zweryfikowac
uzyskane wyniki?

Rozdziat 4, tj. artykut opublikowany on-line w czasopismie
Langmuir, dnia 16 marca 2020, dotyczy badan modelowych
dwuwarstw lipidowych (w liposomach typu GUV) zbudowanych
z czterech réznych lipidéw: POPC, DMPC, DPPC, DSPC, oraz HSPC,
czyli mieszaninie DPPC i DSPC o sktadzie odpowiednio 11,4%
i 88,6%. Badanie lipidy réznity sie miedzy sobg temperaturg przejscia
fazowego a co za tym idzie wytworzone z nich dwuwarstwy lipidowe



w liposomach miaty budowe krystaliczng albo amorficzng, albo zelowa
albo tzw. strukture falistego zelu (ang. rippled-gel phase).
Zaproponowane przez Doktoranta metody badawcze pozwolity na
wyznaczenie nie tylko wspotczynnika sztywnosci bton, co byto
przedmiotem poprzedniego artykutu wchodzgcego w cykl doktoratu,
ale tez grubosci membrany, profilu gestosci, czy powierzchni
przypadajacej na czasteczke lipidu. Podkreslenia wymaga, ze wyniki
badan sztywnosci otrzymane za pomocg metody doswiadczalnej
i obliczeniowej sg spojne. Artykut jest bardzo dobrze napisany
i zawiera szereg ciekawych spostrzezen. Na podkreslenie zastugujq
wyniki, ze w przypadku dwuwarstw zbudowanych z jednego rodzaju
lipidu, wspotczynnik sztywnosci ulegat obnizeniu ze wzrostem
temperatury przejscia fazowego danego lipidu. Intuicja za$
podpowiada, ze powinno by¢ odwrotnie. Doktorant potrafit jednak
wyjasni¢ to zjawisko, stawiajac hipoteze, ze warstwy lipidowe
sktadajq sie z wielu sztywnych obszaréw okreslonych mianem tatek
(ang. patches), wiec lokalne prébkowanie wykazuje stosunkowo duzg
sztywnos$¢ dwuwarstwy. Sprawa sie jeszcze bardziej komplikuje
w przypadku mieszanin lipidédw, np. dwuwarstwa z HSPC miata
wspoéfczynnik sztywnosci znacznie nizszy niz zmierzony dla
dwuwarstw wykonanych z jednego rodzaju lipidow skftadowych. Prace
prowadzone przez Doktoranta rzucajg wiecej Swiatta na zagadnienia
dotyczace witasciwosci mechanicznych dwuwarstw lipidowych, co ma
duze znaczenie z punktu widzenia zaréwno nauk podstawowych jak
i stosowanych. Mam jedno pytanie do dyskusji. Badania liposomdw
prowadzono w temperaturze 22 °C. Czy nie powinno sie takich badan
prowadzi¢ w temperaturze 37 ©°C, ktora jest temperaturg
fizjologiczng, w kontekscie np. wykorzystania opracowanych
liposomoéw, jako nosnikow lekdw?

Podsumowujac chciatabym podkresli¢, ze rozprawa doktorska
Pana mgr. inz. Dominika Drabika zawiera bogaty materiat
doswiadczalny, nalezycie przedyskutowany i juz opublikowany
w trzech renomowanych czasopismach.



Przytoczone przeze mnie w recenzji uwagi krytyczne sg
punktem wyjscia do dyskusji naukowej albo sg natury edytorskiej
i nomenklaturowej. Nie wptywaja one na mojg wysokg ocene

merytoryczng recenzowanej rozprawy.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska, tak ze wzgledu
na wartosci naukowe, znaczenie poznawcze i aplikacyjne oraz wysoki
poziom warsztatu naukowego, spetnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim w dyscyplinie inzynieria biomedyczna w mysl
obowigzujacej ustawy i w zwigzku z tym wnosze o jej przyjecie oraz
dopuszczenie Pana mgr. inz. Dominika Drabika do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego.
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