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Prof. dr hab. Tomasz Borowski
Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni

im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk

Recenzja rozprawy doktorskiej przedstawionej

przez Pania mgr Bozene Augustyn

Pani mgr Bozena Augustyn przedstawita rozprawe doktorska zatytutowang
.Charakterystyka nanodyskéw oraz wptywu analogow cholesterolu na ich
wtasciwosci z wykorzystaniem metod modelowania molekularnego”, wykonang
pod kierunkiem dr hab. Anny Wisniewskiej-Becker, prof. U} z Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz
dr Tomasza Roga z Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Helsihskiego.

Praca sktada sie z czterech gtéwnych czesci: Wstep teoretyczny (15 str.),
Metody (24 str.), Wyniki (54 str.) i Dyskusja wynikéw (23 str.) oraz rozdziatéw
opisujacych cel pracy, podsumowanie i wnioski koncowe. Na poczatku pracy
Autorka umiescita skrupulatnie przygotowang liste uzywanych skrétéw, a na
kohcu pracy spis literatury zawierajgcy 260 pozycji.

Sformutowane gtéwne cele pracy to: (1) poréwnanie wptywu wywieranego
przez cholesterol i dwéch jego analogéw na witasciwosci dwuwarstwy lipidowej w
tradycyjnym modelu btony biologicznej (, ptaskiej dwuwarstwy”) i w nanodyskach
oraz (2) doktadne scharakteryzowanie nanodyskdw zawierajgcych cholesterol
(CHL) lub jego analogi. Oba cele, czeSciowo powigzane ze sobg, sg ambitne
i dotyczg waznych i aktualnych probleméw z frontu wspdtczesnych badah nad
btonami biologicznymi. W badaniach doswiadczalnych cholesterol czesto
zastepuje sie bursztynianem cholesterolu (CHS) lub DC-cholesterolem (3B-[N-
(N’,N’-dimetyloaminoetan)-karbamoilo]-cholesterol, DC-CHL) przyjmujgc
zatozenie, ze analogi te zachowujg sie w btonach biologicznych tak samo jak
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cholesterol. Autorka pracy bierze pod lupe to zatozenie i ustala istotne réznice
w zachowaniach poréwnywanych steroli. Drugi, nie mniej wazny cel dotyczy
pytania w jakim zakresie nanodyski lipidowe stabilizowane biatkiem MSP1
stanowig wiarygodny model dwuwarstwy lipidowej btony biologicznej.

Pierwsza czes¢ Wstepu poswiecona jest btonom biologicznym oraz ich
sktadnikom budulcowym, takim jak fosfoglicerydy, sfingolipidy, sterole oraz biatka
btonowe; kolejna czes¢ opisuje wpltyw lipidéw na wiasciwosci btony oraz na
aktywnos¢ biatek btonowych. Nastepnie, obszerny fragment (8 str.) traktuje
o modelach bton biologicznych stosowanych w badaniach doswiadczalnych
(micele, bicele, liposomy oraz nanodyski) oraz o dwéch analogach cholesterolu
badanych w tej pracy (bursztynian cholesterolu i DC-cholesterol). Metodom
modelowania molekularnego poswiecono jedynie jedng strone i bardzo brakuje mi
tutaj chociazby skrétowego oméwienia modeli bton biologicznych stosowanych
w badaniach obliczeniowych.

Po Wstepie i Celach pracy przychodzi czas na rozdziat dotyczgcy metod
badawczych. Bardzo podobat mi sie styl i szczegétowosc¢ tego rozdziatu, w ktérym
Autorka omawia najpierw podstawy teoretyczne metod modelowania
molekularnego, algorytmy i przyblizenia stosowane w symulacjach ukfadéw
makromolekularnych, nastepnie prezentuje wykorzystane modele badawcze wraz
z parametrami obliczen i kohczy wyczerpujgcym przedstawieniem w jaki sposéb
i jakimi narzedziami wykonano analize uzyskanych wynikéw. Na pochwate bardzo
zastugujg réwniez czytelne i informatywne rysunki przedstawiajgce struktury
poczatkowe nanodyskéw i tradycyjnych modeli bton. Pewien niedosyt zostawia
jedynie brak uzasadnienia lub zakotwiczenia w literaturze przedmiotu dla
proporcji oraz catkowitej liczby czasteczek lipidéw w poszczegdlnych modelach
nanodyskéw (Tabla 1, str. 39). Nie jest dla mnie jasne, np. skad wiadomo, ze
czasteczek POPC w modelu MSP1D1 POPC powinno by¢ 172, a czgsteczek DMPC
182 w analogicznym modelu. Podobnie, skad wiemy, ze przy 56 czgsteczkach
cholesterolu w nanodysku MSP1D1 zmiesci sie jeszcze 168 czgsteczek innych
lipidéw (126 POPC i 42 POPG).
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Czytajac najwiekszy i zarazem najwazniejszy rozdziat, zatytutowany
~Wyniki”, udwiadomitem sobie jaki ogrom pracy zostat wykonany w ramach
przygotowanej przez mgr Augustyn rozprawy doktorskiej. Mam na mysli nie tylko
aspekty ilosciowe, takie jak na przykifad przygotowanie, przeprowadzenie oraz
szczeg6towa i wieloaspektowa analiza wynikéw symulacji dla 18 réznych modeli
btony, lecz réwniez réznorodnos¢ zastosowanych narzedzi do analizy i prezentacji
wynikéw numerycznych. Chciatbym tutaj zwréci¢ uwage na fakt, iz Autorka
korzystata nie tylko z gotowych pakietéw oprogramowania naukowego lecz
réwniez pisata wtasne skrypty w jezyku Python do analizy uzyskanych trajektorii
oraz wizualizacji wynikéw.

Rozdziat ,,Wyniki” podzielony zostat na trzy podrozdziaty. Pierwszy z nich
dotyczy charakterystyki nanodyskéw w zaleznosci od skfadu lipidowego. W tym
jak i w innych przypadkach analizie poddano strukture i dynamike biatka MSP1,
uporzgdkowanie dwuwarstwy lipidowej, jej grubos¢ i gestos¢, parametr
uporzgdkowania w zaleznosci od odlegtosci lipidu od $rodka nanodysku oraz
numeru atomu wegla, ruchliwos¢ lipidéw, profile gestosci dla grupy fosforanowej
oraz czasteczek wody w poprzek btony oraz oddziatywania miedzy lipidami
a biatkiem MSP1l. Do najwazniejszych wynikéw tego podrozdziatu zaliczytbym
obserwacje iz: a) struktura biatka MSP1l jest zachowana, a najwiekszym
fluktuacjom podlegajg poczatkowe i koncowe aminokwasy monomerdw biatka
MSP1, zwtaszcza w dysku MSP1D1, b) rozktad parametru uporzgdkowania oraz
grubosci dwuwarstwy w nanodyskach jest koncentryczny, c) wyzsze wartosci
parametru uporzadkowania obserwuje sie dla centralnej czesci nanodyskéw
w poréwnaniu z klasycznymi modelami bton, oraz d) lipid POPG preferencyjnie
lokuje sie w poblizu biatka MSP1.

Drugi z podrozdziatdw traktuje o wptywie cholesterolu na witasciwosci
nanodyskéw. Tutaj najwazniejsze obserwacje poczynione przez Autorke to: a)
cholesterol wydaje sie nieznacznie stabilizowac strukture biatka MSP1, b) dodatek
cholesterolu powoduje wzrost uporzagdkowania lipidéow (wyjatek to uktad MSP1D1
POPC/POPG/CHL), przy czym efekt ten jest mniejszy dla nanodyskéw
w poréwnaniu z tradycyjnym modelem btony, c) grubos¢ dwuwarstwy lipidowe;j
w tradycyjnym modelu btony wzrasta po dodaniu cholesterolu, a dla nanodyskéw
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tego efektu nie zaobserwowano, oraz c) obecnos¢ cholesterolu powoduje wzrost
liczby oddziatywah miedzy POPG a biatkiem MSP1.

Ostatni z podrozdziatéw prezentuje wptyw analogéw cholesterolu na
witasciwosci nanodyskéw. Warto w tym miejscu zaznaczyé, iz Autorka jako
pierwsza wykonata te badania i sg one unikatowe. Najistotniejsze wyniki tego
podrozdziatu mozna stresci¢ w nastepujgcych punktach:

a) grubos¢ dwuwarstwy lipidowej jest najwieksza w centrum dysku, wyjatek
to modele POPC/POPG/CHS, gdzie dwuwarstwa jest najgrubsza w poblizu

biatka MSP1, a najciensza w centrum,

b) w modelach z analogami cholesterolu parametr uporzadkowania lipidéw
jest nizszy niz w odpowiednich modelach z cholesterolem,

c) w modelach z analogami cholesterolu kohcowe fragmenty fancuchéw
weglowodorowych POPC  wykazuja mniejsze uporzadkowanie niz
w modelach z cholesterolem,

d) CHS preferencyjnie lokalizuje sie w poblizu biatka MSP1, w modelach
z cholesterolem POPG i CHL réwniez wykazuja powinowactwo do tego
biatka;

e) w modelach zawierajgcych DC-CHL, steryd ten i POPG nie wykazuja
preferencji do lokalizacji w poblizu biatka i sg one dos¢ réwnomiernie
roztozone w catym nanodysku,

f) analiza liczby wigzah wodorowych ujawnita, iz najwiecej oddziatywan tego
typu miedzy lipidem POPG a sterydem tworzy sie w uktadach z DC-CHL,
a najmniej w uktadach z CHS;

g) liczba wigzan wodorowych miedzy biatkiem MSP1 a sterydem jest duzo
wyzsza dla CHS niz dla CHL i DC-CHL, aminokwasem kluczowym dla tych

oddziatywan jest arginina.

W ostatnim duzym rozdziale rozprawy, zatytutowanym ,Dyskusja
wynikéw”, Autorka interpretuje uzyskane wyniki sprawnie osadzajac je na tle
danych z literatury oraz formutuje rekomendacje dotyczace potencjalnego
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zastosowania nanodyskéw jako modeli bton biologicznych oraz CHS i DC-CHL jako
modeli cholesterolu.

Praca zostata napisana bardzo starannie, lecz jako recenzent pracy nie
moge poming¢ moich kilku uwag, ktére z reguty dotycza drobnych niescistosci
i usterek edytorskich. Do najwazniejszych zaliczytbym:

1. (str. 56), prawdopodobny btad w opisie osi X na Rysunku 16: ,Numer
reszty”, chyba powinno by¢ ,,Numer atomu”,

2. parametr uporzadkowania oraz lokalna gesto$s¢ sa funkcjami 3
wspotrzednych przestrzennych, natomiast na rysunkach, np. Rys. 19 (str.
61-62) przedstawione sg w funkcji 2 wspoétrzednych i nigdzie w rozprawie
nie mogtem znalez¢ wyttumaczenia, jak tg projekcje lub przekroj
wykonano, bardzo bym prosit o wyttumaczenie,

3. (str. 81), stwierdzenie ,... nie jest mozliwe bezposrednie ilosciowe
poréwnanie profilu gestosci dla wody wzgledem gestosci grup
fosforanowych” wymaga wyttumaczenia, bardzo o nie prosze,

4. (str. 111), stwierdzenie ,Obecnos¢ wigzania podwdjnego umozliwia
wyginanie jednego z tanhcuchow weglowodorowych, co moze utatwia¢ tym
lipidom odchylanie sie nad helisami biatka MSP1.” wymaga dodatkowego
komentarza, gdyz generalnie wprowadzenie wigzania podwdjnego
zmniejsza swobode konformacyjng tancucha weglowodorowego.

Pozostate usterki majg zdecydowanie mniejszg wage, oto kilka przyktaddw:

e (str. 30) ,... skomplikowanie problemu badawczego nie jest mozliwe do
opisania wzorami analitycznymi” - niezbyt precyzyjne sformutowanie,

e (str. 32) wzér (4): sita jest ujemng pochodng czastkowg potencjatu, nie jego
rézniczka,
e (str. 48) wzér (16): gérng granicg sumowania raczej nie jest , T - krok

czasowy symulacji”,
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e (str. 50) opis wzoru (18): powinno by¢ ,m¢”, nie ,n¢",

e (str.112) ,..., a wiec spadek wptywu tego sterolu na dwuwarstwe lipidowg
jest jeszcze bardziej wyrazny” - niezbyt jasne sformutowanie,

e (str. 124) ,... wiekszy parametr profilu gestosci” - nieprecyzyjne

sformutowanie.

Chciatbym, aby moje powyzsze uwagi byty potraktowane raczej jako gtos
w dyskusji, poniewaz w zaden sposdb nie zmniejszajg one wartosci naukowej
przedstawionej mi do recenzji pracy. Widze tu ogrom pracy, trafng analize
poparta wiedzg i intuicjg, ktéra doprowadzita do naprawde wartosciowych
wynikéw. Z duza przyjemnoscig czytatem te prace, w ktérej cele byty jasno
okreslone i mogtem krok po kroku Sledzi¢ w jaki sposéb Autorka radzi sobie

z problemami naukowymi.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona rozprawa catkowicie spetnia
wszystkie warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.)
i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne U] o dopuszczenie Pani mgr
Bozeny Augustyn do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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