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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauliny Datek pod tytutem

“Wplyw witaminy C na wlasciwosci fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej”

Fizjologiczna rola witaminy C w organizmie cztowieka jest doniosta, a co za tym idzie
takze szeroko opisywana. Powszechnie znana jest ona jako jeden z kluczowych
przeciwutleniaczy, chociaz bierze udziat w zdecydowanie szerszym spektrum procesow
komoérkowych. W perspektywie faktu, iz cztowiek nalezy do grupy organizmow
niesyntetyzujacych witaminy C, waznym jest rozwiktanie zagadki mechanizmoéw
gospodarowania tg czasteczka na poziomie catego organizmu, poszczegolnych tkanek, jak
i indywidualnych komoérek. W tym kontekscie jedng z najistotniejszych kwestii jest
transport przez btony biologiczne, ktéry w przypadku hydrofilowych molekut, takich jak
witamina C, przybiera zwykle posta¢ procesu przebiegajacego za posrednictwem
integralnych biatek btonowych. Z drugiej jednak strony, pasywna przepuszczalnosc¢
dwuwarstwy lipidowej wzgledem stabych kwaséw, do ktérych nalezy takze wspomniana
czasteczka, jest w literaturze fachowej opisywana jako odgrywajaca potencjalnie istotng
role w warunkach fizjologicznych. Zgromadzona w tym zakresie wiedza wcigz jednak
pozostaje w duzym stopniu niekompletna, gtéwnie za sprawg stabo poznanych
oddziatywan molekularnych witaminy C z lipidami tworzacymi btony biologiczne. By
zmienic¢ taki stan rzeczy konieczne jest zastosowanie narzedzi opartych o modelowe
systemy btonowe pozwalajacych na badania w Scisle kontrolowanych warunkach, co jest
niezbedne do jednoznacznej interpretacji obserwowanych zjawisk.

Przedstawiona do oceny dysertacja naukowa wychodzi naprzeciw tym potrzebom. Jej
Autorka postanowita w sposéb ilosciowy i kompleksowy zbada¢ wiasciwosci bton
lipidowych w kontekscie ich oddziatywan z jonami askorbinowymi, ktére to stanowiq
dominujaca forme witaminy C w warunkach fizjologicznych. Takie podejscie bardzo dobrze
wpisuje sie w zarysowany juz w literaturze trend poszukiwania $ciezek transportu tej
czgsteczki przez btony, ktéry stanowitby uzupetnienie (i swoistg przeciwwage) do systemu
aktywnego transportu do wnetrza komorki za posrednictwem kotransporterow sodowo-
askorbinianowych z rodziny SVCT. Do ilosciowego ujecia mechanizméw utrzymywania
odpowiedniego stezenia witaminy C w komorkach i tkankach moze by¢ pon ocna plpoteza
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badawcze odnoszace sie do zaleznosci oddziatywan witaminy C z btong w funkcji skladu
zarébwno dwuwarstwy jak i fazy wodnej oraz wplywu witaminy C na wilasciwosci
fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej. Badania Autorki rozprawy doktorskiej na modelu
syntetycznych pecherzykéw lipidowych z wykorzystaniem trafnie dobranych technik
biofizycznych opartych gtéwnie o izotermiczng kalorymetrie miareczkujacg (ITC),
spektroskopie fluorescencyjng i pomiary dynamicznego rozpraszania swiatta, pozwolity jej
uzyskac interesujace i wartosciowe wyniki, ktére znaczgco przyczyniajg sie do uzyskania
petnego obrazu wspomnianych oddziatywan na poziomie molekularnym.

Doktorantka przedstawita swoje dokonania w postaci klasycznej rozprawy doktorskiej.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze cze$¢ przedstawionej w niej wynikéw zostata juz
opublikowana na tamach Chemistry and Physics of Lipids (tukawski i wsp. 2020), a
publikacja ta stanowi czes¢ stosunkowo bogatego dorobku Doktorantki. Dorobek ten
obejmuje siedem prac eksperymentalnych, ktérych tematyka jest scisle zwigzana z
mechanikg dwuwarstw lipidowych, ich oddziatywaniami z witaminami C i D oraz
formulacjami liposomowymi tych witamin o duzym potencjale terapeutycznym.
Niebagatelne znaczenie tego dorobku dla rozwoju dziedziny naukowej znajduje swoje
odzwierciedlenie nie tylko w prestizu czasopism i ich miedzynarodowym zasigegu, ale takze
w tym, ze zostat on juz zauwazony w srodowisku naukowym, o czym swiadczy sumaryczna
ilos¢ cytowan wynoszaca 29 (bez autocytowan, wg bazy Scopus na dziei sporzadzenia
recenzji).

Meritum zaprezentowano w jezyku polskim w postaci czterech gtownych czesci, a catos¢
obejmuje 127 stron. Rozprawa opatrzona jest takze streszczeniem w jezyku angielskim,
omowieniem celu i motywacji prowadzonych prac oraz wykazami symboli i skrotow,
wykazem dorobku naukowego, spisem rysunkéw, tabel i wykresow jak rowniez bibliografig
obejmujacg w sumie 165 pozycji w tym 24 opublikowanych w ciggu ostatnich czterech lat.
Pierwszg z gtdwnych czesci pracy stanowi ,,wprowadzenie” stanowigce przyktad dobrego,
zwiezle napisanego podsumowania zdeponowanej dotychczas wiedzy potrzebnej do
zrozumienia catosci pracy. Witasciwym posunieciem byto rozdzielenie tego fragmentu na
pie¢ rozdziatow. W pierwszym z nich przedstawione sg zagadnienia dotyczace roli witaminy
C w organizmie cztowieka. Z perspektywy tematyki pracy zaskakuje nieco fakt, iz rozdziat
ten jest przedstawiony w bardzo oszczednej formie. Kolejne elementy sktadowe tej czesci
pracy stanowia kompendium wiedzy o wiasciwosciach dwuwarstwy lipidowej oraz
modelach eksperymentalnych i technikach wykorzystywanych przez Doktorantke.
Generalnie, wstep jest napisany w sposéb interesujacy i klarowny, a wrazenie takie

potegowane jest odpowiednim doborem rycin. Niemniej, Autorka nie ustrzegta sie przed
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popetnieniem kilku drobnych, aczkolwiek istotnych btedéw i niescistosci. Przyktadami tego
sq m.in. btedny schemat przedstawiajacy strukture sfingomieliny na rysunku 2.3, postulat
0 obecnosci cholesterolu we wszystkich komdrkach eukariotycznych (s. 20),
niejednoznaczne okreslenie elementéw strukturalnych fosfolipidow wptywajacych na
ptynnos¢ blony (s. 27), lokalizacje tadunku w postaci znaku ,-, wewnatrz dwuwarstwy
lipidowej na rysunku 3.2, nieco dziwnie brzmigce (szczegdlnie dla biologa) sformutowanie
»~macierz wewnatrzkomérkowa” uzyte w odniesieniu do cytoplazmy. Z kolei od strony
koncepcyjnej nie do korca zrozumiate jest omawianie modeli komputerowych (s. 30) w
ramach rozdziatu 4 traktujgcego o modelach dwuwarstwy lipidowej (szczegdlnie, ze opis
ten ze wzgledu na swojg powierzchownos¢ mato wnosi do catosci pracy), zaliczenie
monowarstw Langmuir-Blodgett do ,modeli na podfozu stalym” oraz wliczenie techniki in
vitro opartej o komoérki Caco-2 hodowane na membranie oddzielajacej dwie komory z
pozywka do metod pomiarowych wybranych wtasciwosci dwuwarstwy lipidowej (s. 32).

Nastepna czes¢ to zawierajacy sie na osiemnastu stronach opis uzytych w ramach
realizacji badan materiatéw i metod. Napisana jest ona w sposob przejrzysty i logiczny,
przy czym na uwage zwraca w szczegdélnosci dbatos¢ o wyjasnienie zjawisk, na ktérych
opierajg sie poszczegdlne techniki badawcze. Z drugiej strony, w wielu miejscach brakuje
szczegOtowosci koniecznej do zagwarantowania petnej odtwarzalnosci opisywanych
eksperymentéw. Brakuje m.in. danych dot. membran uzytych do ekstruzji, opisu metody
oznaczania stezenia lipidow, sposobu wyliczenia parametru ,PDI width”, szczegdtdéw
pomiaru pH, typu i producenta kuwety uzytej do pomiaréw ELS, itp.

Centralnym punktem rozprawy doktorskiej jest liczaca 45 stron czes¢ obejmujgca opis
uzyskanych wynikéw. W pierwszej kolejnosci Autorka opisuje cenne dane dotyczace
oddziatywania witaminy C z dwuwarstwami lipidowymi o réznym sktadzie i stopniu
uporzadkowania uzyskane przy uzyciu metody izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej.
Opis krokéw potrzebnych do optymalizacji podejscia metodologicznego wskazuje, ze
Doktorantka bardzo skrupulatnie podeszta do swojego zadania, a zaangazowanie
intelektualne pozwolito jej na rzetelne opracowanie i interpretacje uzyskanych wynikow.
Wynika z nich, ze btony fosfatydylocholinowe wigzg witamine C, a obecnos¢ cholesterolu,
fosfatydyloetanoloaminy lub fosfatydylseryny w dwuwarstwie znaczaco wptywa na te
oddziatywania. Nie uzyskano jednak jednoznacznej odpowiedzi na pytanie jak stopien
uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej wptywa na te oddziatywania. Przeszkodqg okazat sie
zastosowany model btonowy ztozony z DPPC, ktérego stosunkowo wysoka temperatura
gtéwnego przejscia fazowego (Tm) niesie ryzyko rozpadu jonow askorbinowych w trakcie

eksperymentu. By¢ moze zastosowanie lipidu o nizszej wartosci Tm, na przyktad DMPC,
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pozwolitoby obejs¢ wspomniany problem? 2Z kolei obserwowane w dalszych
eksperymentach roznice w oddziatywaniach w zaleznosci od pH fazy wodnej wskazaty, ze
to jony askorbinowe (a nie inne formy witaminy C) sa odpowiedzialne za
wysokoenergetyczne oddziatywania z btong. Doktorantka podjeta takze préby odniesienia
uzyskanych rezultatéw do oddziatywan dwuwarstwy lipidowej z innymi molekutami
hydrofilowymi celem identyfikacji potencjalnych korelacji pomiedzy mierzonymi
parametrami termodynamicznymi a wiasciwosciami fizykochemicznymi tych molekut.
Jednak przetestowanie jedynie czterech dodatkowych zwigzkdédw w odniesieniu do
dwuwarstwy DPPC wskazuje, ze te czes¢ wynikow nalezy traktowac raczej jako punkt
wyjséciowy do dalszych, bardziej rozbudowanych badan. Przy tej okazji nasuwa sie pytanie,
dlaczego do tych eksperymentéw wybrano pecherzyki zbudowane z DPPC a nie z DOPC.
Szerszego komentarza ze strony Autorki wymaga tez zestawienie ze sobg wynikéw
uzyskanych dla prébek o réznym stezeniu liposoméw na wykresach 13.17 i 13.19.
Wyniki opisane w kolejnym rozdziale s owocem badan parametrow
termodynamicznych uzyskanych metodami kalorymetrycznymi majacych na celu
sparametryzowanie procesow potencjalnie zwiazanych z transportem witaminy C przez
dwuwarstwe lipidowg. Cenng zdobyczg jest wyznaczenie wspodtczynnikéw podziatu
btona/woda dla jonéw askorbinowych i poréwnania ich wartosci do danych literaturowych
w zakresie wspoditczynnika podziatlu oktanol/woda i w odniesieniu do powszechnie
akceptowalnej zasady Owertona. Pozwolito to Autorce postawi¢ smiate, aczkolwiek w petni
uzasadnione twierdzenie, ze wspdtczynnik podziatu oktanol/woda nie jest dobrym
parametrem w kontekscie oddziatywan z dwuwarstwg lipidowa. Dalszych uscislen
wymagatoby jedynie to czy prezentowane dane wskazujg na niedoszacowane uprzednio
powinowactwo do jak to ujeta Autorka ,$rodowiska niepolarnego”, czy raczej w wiekszym
stopniu méwig one o powinowactwie do interfazy btona/woda? Przy okazji opisywania tego
problemu Doktorantka pomineta niestety najistotniejsze z perspektywy tego zagadnienia
doniesienie literaturowe (Hannesschlaeger i Pohl 2018 Membrane Permeabilities of
Ascorbic Acid and Ascorbate, Biomolecules 8: 73). Wspomniana praca jest tez waznym
punktem odniesienia przy omawianiu wspotczynnika przepuszczalnosci witaminy C przez
dwuwarstwe lipidowg. Autorzy wspomnianej pracy opisuja oparty o technike skaningowej
mikroskopii elektrochemicznej sposéb wyznaczania tego wspotczynnika i postulujg, ze
jego niska wartos¢ wskazuje na niskie znaczenie fizjologiczne dyfuzji pasywnej w
transporcie przezkomoérkowym. Doktorantka w swojej pracy stworzyta alternatywny
model pozwalajacy na obliczenie tege parametru w oparciu o dane pozyskane z

eksperymentow ITC. Takie podejscie jest niezwykle interesujace i moze sprzyjac
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petniejszemu opisywaniu wielu zjawisk, jednak wszystko wskazuje na to, ze opierajac sie
tylko na tym podejsciu niezwykle trudno jest jednoznacznie okresli¢ czy mierzony
parametr rzeczywiscie wynika ze zjawiska przepuszczalnosci czy tez po prostu
oddziatywania z dwuwarstwa lipidowa (a w szczegdlnosci z interfazg btona/woda). Za tg
drugq interpretacja przemawia brak obserwowalnych réznic pomiedzy wartosciami
wspoétczynnika przepuszczalnosci dla bton zbudowanych z DOPC i tych ztozonych z DPPC
w temperaturze 25°C. Podana przez Autorke konkluzja brzmigca ,Inny stopien
uporzadkowania btony lipidowej wraz z jednoczesnym brakiem réznicy w wartosci
wspobtczynnika przepuszczalnosci moze oznaczac, ze organizacja czesci hydrofobowej nie
wptywa na proces oddziatywan witaminy C oraz jej mozliwy transport przez btone lipidowa,
a wigkszg role odgrywa interfaza.” wymaga bardziej dogtebnej i ostroznej weryfikacji,
szczegblnie w  kontekscie doniesied literaturowych definiujacych  réznice w
przepuszczalnosci bton DOPC i DPPC (np. Frallicciardi i wsp. 2022 Nat Commun 13: 1605;
opublikowane jako tzw. preprint w lipcu 2021).

W kolejnym rozdziale opisane zostaty rezultaty badain nad wplywem jondéw
askorbinowych na wybrane parametry fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej.
Doktorantka stusznie skoncentrowata sie na temperaturze przejécia fazowego,
mikrolepkosci dwuwarstwy lipidowej i tadunku powierzchniowym. Pierwszy z
wymienionych parametrow wyznaczony zostat dla bton ztozonych z DPPC metoda
dynamicznego rozpraszania $wiatta. Uzyskane wyniki sg interesujace, jednak powstaje
pytanie czy ze wzgledu na prowadzenie eksperymentu w zakresie temperatur 26-45 °C
moga by¢ one obarczone btedem wynikajacym z wspomnianego juz wczesniej przez
Autorke (s. 71) ryzyka rozpadu jondéw askorbinowych w trakcie eksperymentu? Byé moze
takze w przypadku tych pomiaréw zastosowanie innego lipidu jak 16:0-14:0 PC (Tm =
27°C) lub 15:0 PC (Tm = 35°C) pozwolitoby unikngé¢ tego typu watpliwosci? Ptynnosé
dwuwarstwy lipidowej mierzono z wykorzystaniem fluorescencji polaryzacyjnej wzgledem
pecherzykéw lipidowych wyznakowanych sondg DPH. W badaniach tych Doktorantka
udowodnita, ze jony askorbinowe znaczaco zmniejszajg mikrolepkos¢, a tym samym
zwiekszajg ptynnos¢ dwuwarstwy ztozonej z DOPC. Bardzo pozadane bylyby rozszerzenie
tych badan o btony zawierajgce DOPE Ilub cholesterol w kontekscie wynikéw
prezentowanych w rozdziale 13.2. Z kolei badania potencjatu zeta i mobilnosci
elektroforetycznej takze wskazuja na interakcje jonow askorbinowych z btong DOPC, przy
czym inne zwiazki hydrofilowe miaty na te parametry znacznie wiekszy wptyw.
Poszukiwanie korelacji pomiedzy zmiang mikrolepkosci a tadunkiem efektywnym dla

badanych molekut jest dobrym pomystem, ale z pewnoscigq do wyciggniecia bardziej
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jednoznacznych wnioskoéw konieczne bytoby uwzglednienie w badaniach szersze spektrum

molekut.

Podsumowujac, konstrukcja logiczna czesci opisujacej wyniki jest spdjna i pozwala na
bardzo dobrg ocene wagi poczynionych obserwacji, co w duzym stopniu jest tez zastugq
na ogo6t prawidtowo przygotowanych ilustracji i tabel. Drobna uwaga adresowana do tej
czesci pracy dotyczy potrzeby zunifikowania sposobu przedstawiania stosunkéw molowych
(na niektérych wykresach wystepujg one w formie ,,nas/nue”, w innych ,nuein/nas”, a w
jeszcze w innych jako mato sprecyzowany ,utamek molowy”)

Recenzowana praca doktorska zwienczona jest czescig zatytutowang ,Podsumowanie i
wnioski”, ktéra stanowi syntetyczne przedstawienie najwazniejszych osiggnie¢ i wnioski
wyptywajace z uzyskanych wynikdéw. Ta czes¢ utwierdza w przekonaniu, ze dokonania
Doktorantki majg znaczacy wplyw na rozwdj reprezentowanej dziedziny naukowej.
Niemniej, po przeczytaniu catosci pracy odbiorca moze odczuwac pewien niedosyt ze
wzgledu na niedoreprezentowany element dyskusji i krytycznego podejscia do stosowanej
metodologii i uzyskanych wynikéw. Odniesienia prezentowanych wynikéw do aktualnego
stanu wiedzy sa raczej skape i miejscami sprawiaja wrazenie nie do konca kompletnych.
W szczegolnosci kilka kwestii wymienionych ponizej godne jest gtebszego omdéwienia.

1. Jak zaznaczono na s. 84 dane pozyskane za pomoca metody ITC moga stuzy¢ do
kwantyfikacji oddziatywan czasteczek z btong lipidowa, jednak nie wydaje si¢ mozliwe
jednoznaczne zdeterminowanie charakteru tego typu oddziatywan. Stad potrzeba
weryfikacji tych wynikéw za pomocg innych metod pozwalajacych na bardziej
bezposredni pomiar zdolnosci do przenikania czasteczki przez btong, takich jak
wspomniana juz skaningowa mikroskopia elektrochemiczna, elektronowy rezonans
paramagnetyczny, itp. Najprawdopodobniej z tego tez powodu publikacja tukawski i
wsp. 2020 (ktorej wspoétautorkg jest Doktorantka) oprocz danych kalorymetrycznych
obejmuje wyniki uzyskane za pomocg podejscia opartego o ultrafiltracje. Dane opisane
w tej publikacji sq interesujace, jednak z niewiadomych wzgledéw nie zostaty w
odpowiedni sposéb przytoczone w pracy doktorskiej.

2. Wyznaczony wspétczynnik przepuszczalnosci jondw askorbinowych przez dwuwarstwe

lipidowg jest zgodny co do rzedu z wartosciami uzyskanymi przez inne zespoly w

oparciu o technike jadrowego rezonansu magnetycznego (Sapper i wsp. 1985

J.Microencapsul 2: 23) lub o rzad wielkosci nizszy (wspomniana powyzej praca

Hannesschlaeger i Pohl 2018). Wazne w tym kontekscie bytoby dogtebne

przedyskutowanie wad i zalet poszczegdlnych podejs¢ eksperymentalnych celem

oceny wagi tych danych.
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3. Autorka pracy postuluje, ze wyznaczone wartosci wspdtczynnika przepuszczalnosci
jondéw askorbinowych przez dwuwarstwe lipidowa $wiadczg o tym, ze dyfuzja bierna
moze odgrywac istotng role w homeostazie witaminy C w organizmie. Odnoszac te
wartosci do rysunku 3.1 warto by przedyskutowac te kwestie w poréwnaniu do innych
czgsteczek o duzej roli fizjologicznej, np. do glukozy. W perspektywie warunkéw
fizjologicznych, wazne byloby takze bardziej szczegdétowe omowienie mozliwej
konwersji réznych form witaminy C (jak przedstawiono na rysunku 1.1) na réznych
etapach asocjacji i przechodzenia przez dwuwarstwe lipidowa (np. poprzez indukowane
interfaza lokalne zmiany pH). Co wiecej, w niektérych proponowanych modelach
opisujacych wyptyw tych jonéw z komérki konieczne jest uwzglednienie transporteréw
biatkowych. Srodowisko naukowe wielokrotnie spekulowato na temat istnienia takich
eksporteréw, jednak w ostatnim czasie zidentyfikowano tego typu biatko (GLUT12) i
udowodniono jego role w utrzymaniu wiasciwego stezenia witaminy C w médzgach
zwierzagt doswiadczalnych (Miyata i wsp. 2022 iScience 25 103642).

4. Niektére z zalozen zawartych w pracy wymaga szerszego komentarza. Jak

oddziatywania witaminy C z btong lipidowa bedg zalezaty od obecnosci/stezenia

fizjologicznie istotnych jonéw jedno- i dwuwartosciowych (por. pierwsza teza
badawcza na s. 8) oraz od istnienia potencjatu btonowego? Dlaczego w perspektywie
niedoboru danych na temat penetracji czesci hydrofobowej dwuwarstwy lipidowej
przez witaming C wyznaczony dla tej czasteczki wspétczynnik podzialu blona/woda

~Wskazuje na wieksze powinowactwo tej molekuty do srodowiska niepolarnego”?

W ujeciu catosciowym praca wywiera bardzo dobre wrazenie zaréwno pod wzgledem
stylu wypowiedzi jak i edycji tekstu, ilustracji oraz tabel. Harmonijny obraz zaburza nieco
kilka niefortunnych sformutowan, jak na przyktad ,...tworzenie sie por btonowych...” (s.
26) - poprawna forma to ,poréw btonowych”, dana technika nie moze byc ,..trudniejsza
w interpretacji.” (s. 35), ,...niskich wartosci elektrolitbw w prébce...” (s. 96), ,...wartosci
mikrolepkosci wybranych molekut...” (s. 99), itp. Btedy typograficzne i edytorskie s
stosunkowo nieliczne, jak na przyktad w wykazie symboli i skrétow niektére skroty pisane
sq kursywa a inne nie, niekompletna nazwa TMA-DPH, PDI to indeks polidyspersyjnosci
(nie polidyspersyjnosc), brak polskich nazw dla PAMPA i SLB, SVCT1 i SVCT2 to nie kanaty
biatkowe (s. 15), DOPE to nie 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3- fosfoetanoloamina (s. 37), nie
do konca logiczne rozdzielenie ilustracji na wykresy i rysunki (tym mniej zrozumiate, ze
wsrod tych ostatnich mozna spotkaé takie skladajace sie jedynie z wykresow jak w

przypadku np. 13.1, 14.1 i 15.1), brak uzasadnienia stosowania duzej litery przy
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odnoszeniu sie do rysunkoéw, tabel itp. w tekscie. W kilku miejscach pojawity sie odnosniki
do niewtasciwych pozycji bibliograficznych (np. [17] na s. 81, [142] na s. 84 i 85, [158]
na s. 93, itp.). Pragne jednak podkresli¢, ze wyszczegolnione drobne niedociggnigecia nie
majg istotnego wptywu na pozytywng recepcje pracy, ktéra z pewnoscig stanowi
wartosciowe osiggniecie naukowe,

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Pauliny Datek spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone przez obowigzujgca ustawe o stopniach i tytutach naukowych, a dorobek
naukowy Doktorantki w peini uzasadnia nadanie jej stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie naukowej inzynieria biomedyczna. Niniejszym wnosze o dopuszczenie mgr inz.
Pauliny Datek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Aleksander Czogalla
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