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Recenzja rozprawy doktorskiej Magister Karoliny Sapon pt. ,Rola polimerdw kwasu sjalowego w
modulowaniu wiasciwosci blon modelowych” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Janas na
Wydziale Przyrodniczo-Technicznym w Katedrze Biotechnologii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Opolskiego i przedstawiona Radzie Wydziatu Przyrodniczo-Technicznego na tym Uniwersytecie.

Polimery kwasu sjalowego (polySia), substancje bedace przedmiotem badan w tej rozprawie,
biora udzial w szeregu procesach komérkowych takich jak m.in. migracja i roznicowanie komorek,
wystepuja rowniez w komorkach nerwowych mozgu embriondw ssakow. Funkcje biologiczne polySia,
obejmuja migdzy innymi modulacje migracji komorek nerwowych, wzrostu aksondw oraz tworzenie
synaps. W dorostym organizmie polySia wplywaja tez na plastycznos¢ ukfadu nerwowego w tym
przebudowe potaczen nerwowych oraz wzrost neuronow. Lancuchy polySia wystepuja rowniez na
kanatach sodowych oraz potasowych zmieniajac potencjal membranowy wymagany do ich aktywacji.
Wystepujac na powierzchni szeregu komérek nowotworowych najprawdopodobniej biora udzial, poprzez
dziatania antyadhezyjne, w procesie odrywania komorek nowotworowych, ich migracji. inwazji oraz w
tworzeniu przerzutow. Uwaza sig, ze obecnoéé polySia moze chroni¢ komorki nowotworowe przed
ukladem immunologicznym oraz ulatwiaé przejscie bariery krew-plyn mozgowo rdzeniowy w celu
infekowania centralnego uktadu nerwowego. Wplywaja takze na neuro-inwazyjny potencjal
chorobotwérezych szezepdw bakterii Escherichia coli K1 oraz Neisseria meningitidis grupy B oraz C.
Wywoluja. w przypadku tych drugich bakterii zapalenie opon mozgowych. Wobec tak szerokiego
spektrum funkgji, jakie spetniaja polySia w réznych procesach biologicznych i niepoznanych jak do te]
pory molekularnych mechanizméw je wyjasniajacych, badania podjete w tej pracy wychodza
naprzeciwko tym wyzwaniom.

Merytoryczna ocena pracy:

Przedstawiona do recenzji praca napisana jest zgodnie z wymogami stawianymi pracom
doktorskim. Uklad pracy jest klasyczny z wyodrgbnionymi podstawowymi rozdziatami i nastgpnie
podrozdziatami, co czyni pracg czytelna. Napisana jest jezykiem poprawnym i zrozumialym. chociaz
spotykane sa ,.skroty myslowe”, co w pracach naukowych nie zawsze przynosi pozytywny efekt. Jest
zwarta, a poszczegdlne jej rozdzialy tworza logiczna i spdjna sekwencje. Liczy 132 strony, na ktore
sklada si¢ 5 rozdzialow oraz Wnioski, Bibliografia i Streszczenie - w jezyku polskim i angielskim.

Bogaty spis pismiennictwa liczy 211 pozycji. z czego ok. 26 % pochodzi z ostatnich 5 lat.

wnat Wydz. P-T 7(;
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W pierwszym rozdziale rozprawy doktorskiej pt. Zalozenia i cel pracy Autorka wprowadza
krétko w zagadnienia podjete do rozwiazania, uzasadniajace cel badan. Stwierdza, ze istnieje wiele pytan
dotyczacych oddziatywan polimeréw kwasu sjalowego z blonami komorek, w szczegdlnosci brakuje
wiedzy, gdy chodzi o blony lipidowe, bedace w fazie cieklo - uporzadkowanej, ktore sa mikro-domenami
zwanymi tratwami. Troche przewrotnie sformulowata hipotez¢ badan, poniewaz apriori stwierdza cyt.
Hipoteza badawcza jest to, z¢ uporzadkowanie lipidow w blonie moduluje oddziatywania polySia z
blonami modelowymi oraz, ze ujemnie natadowane fancuchy tych polimerow moduluja whasciwosci blon
i wplywaja na procesy dynamiczne z udziatem lipidow blonowych™. W mojej opinii nalezaloby zmienic¢
nacisk tej hipotezy, stawiajac pytanie do rozwiazania, (co zreszta uczynita Autorka w toku badan) .....czy
uporzadkowanie molekularne w blonie moduluje sposéb oddzialywania polySia....., oraz ...czy ujemnie
natadowane tancuchy polimerow ....7" Stad planowane szczegolowe pytania do rozwiazania mozna by
nieco zmodyfikowa¢ o forme - Czy istnieja zwiazki i jakie... W szeéciu obszarach zagadnien
postawionych do rozwiazania (str. 6/7). Sadze, ze ten pierwszy rozdzial (Zalozenia i cel pracy)
korzystniej byloby zamiesci¢ po Wstepie literaturowym a na poczatku rozprawy jej Streszczenie.
Doktorantka zamiescita nastgpnie dobrze opracowana cze$¢ teoretyczna (Wstep literaturowy - 42
strony), stanowiaca charakterystyke migdzy innymi wilasciwosci zarowno kwasu sjalowego jak i jego
oligo- i polimerow oraz stan wiedzy dotyczacy funkcji, jakie spelniajg one w szeregu procesow
komorkowych. Czg$¢ opracowania dotyczyla zagadnien zwiazanych z réznorodnoscia lipidow w blonach
biologicznych takze w aspektach ich rozmieszezenia i samoorganizacji w réznych stanach fizycznych.
ruchliwo$ei molekularnej oraz roli w generowaniu wlasciwosci elektrycznych blon komorkowych. Sa to
istotnie informacje literaturowe i dobrze ukierunkowane, bo pozwalaja czytajacemu na osadzenie w
temacie i uzmystawiaja rozpigtos¢ zagadnief pozostajacych do poznania i rozwiazania chociazby
czastkowego. Tak zestawiony przez Autorke przeglad literatury byl uzasadnieniem, zarowno do
sformulowanej hipotezy badawczej jak i dla zaprojektowanych badan dla jej zweryfikowania.

Uwazam, ze tytul pracy jest adekwatny do postawionego celu pracy i zostal sformutowany
prawidlowo a przedstawione zagadnienia do rozwiazania wielowatkowe i wazkie. Moim zastrzezeniem
do tej czgsei pracy doktorskiej jest fakt przekopiowania niektorych rysunkow bezposrednio z cytowanych
publikacji, przez co nie sa autorskie i dodatkowo przedstawione w niskiej rozdzielczosci (np. Rysiny: 19,
24, 27 oraz 29). W przypadku danych w Tabeli 2, korzystne byloby zdefiniowanie zestawionych
wspotczynnikdw S — uporzadkowania taficuchéw i D —wspotezynnika dyfuzji lateralnej, ktore sa pokrotee

omawiane na str. 40/41 rozprawy.
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Rozpoczgcie opisu wynikéw badan przez Doktorantke poprzedzit rozdzial Materialy i metody
badaweze (19 stron), ktory zostal poprawnie opracowany. W badaniach zastosowano nowoczesne
metody badawcze mieszczace si¢ w wysokich standardach badan naukowych - metody: spektroskopii
konfokalnej i techniki przeniesienia energii FRET z zastosowaniem znacznikow fluorescencyjnych. Mam
w zwiazku z tym drobne uwagi i pytania dotyczace (ego rozdziatu, a mianowicie:

1. Nazwy stosowanych sond podano w jezyku angielskim zamiast, tak jak zrobiono w przypadku lipidow. w
jezyku polskim.

2. We wzorze 3 brakuje doprecyzowania znaczen AF i AF . — jakie roznice fluorescencji Autorka ma na
my$li?
3. Prawie wszystkie wymieniane wartoéci fizyczne w rozprawie pisane sa lacznie (bez spacji) z mianem

zamiast z odstepem np. str. 56 — stezenie 1,2mM zamiast 1,2 mM; 59 — & = 488nm zamiast 488 nm

4. Str. 61, Brak podania temperatury hydratacji liposomow tréjskladnikowych.

5. Str 65 akapit cyt. Zmniejszenie sie dodatniego potencjala dipolowego dwuwarstwy lipidowej powoduje
przesuniecie widma ku czerwieni...” — ten fragment nalezatoby umiesci¢ w Dyskusji wynikow

6. Brakuje informacji dotyczacej statystyki pomiarow i opracowania statystycznego wynikow np. dotyczy to
zagadnien w rozdziale 2.3.2 oraz 2.4 pozwala wyrobic pogladu na temat stopnia wartosci przedstawionych
wynikow.

7. Przyklad niezrecznosci jezykowej: str 12 — Kolejnym przykladem struktur, ktore wiaza sig¢ do blony sa
glikosﬁngolipidy _ niezrecznos¢ stowa _struktur” zamiast np. molekut, biomolekut, czasteczek.

8. Cytowania dotyczace niektorych preparatyk i metod badawczych sa z ostatnich lat, a przeciez sa
wzorowane na wezesniejszych pracach, stad w mojej opinii brakuje zacytowania prac zrodiowych. Dotyczy
to dla przyktadu podrozdziatow 1.8: 1.11 — wzér vant’t Hoffa.

Kolejne dwa rozdziaty: Oméwienie wynikow i Dyskusja, przedstawiono na odpowiednio 28 1 10
stronach znormalizowanego tekstu wraz z tabelami i rysunkami. Wykresy i Tabele zamieszczone w pracy
sa poprawnie opracowane jedynie w podpisach brakuje podstawowej informacji np. o temperaturze
pomiaru czy liczbie powtorzen.

Omowienia wynikow dokonano systematycznie i szezegdtowo. W ich ramach istotne osiagnigcia
Doktorantki wynikaja z kilku zagadnien, ktore rozwiazata. Dwa pierwsze zagadnienia to wykazanie
istnienia zaleznosci pomigdzy zdolnoscia do wiazania sig polySia z blona lipidowa a stanem jej
molekularnego uporzadkowania oraz rola kationow Ca’" w tym procesie. Wykazata migdzy innymi, z¢
najwigksze ~powinowactwo polySia ma miejsce do blon charakteryzujacych sig wysokim
uporzadkowaniem, czyli faz: zelu i cieklo-uporzadkowanej. Autorka rozprawy przeprowadzita takze (w
czeéei Dyskusja) racjonalne wyjasnienie asocjacji polimeréw z dwuwarstwg oraz roli jonow Ca”
zwiekszajacych ten proces W wyniku najprawdopodobnie] tworzenia mostkow (lipid-Caz’-lipid). W
polarnym, powierzchniowym rejonie blony. Skutkuje to Jej zdaniem wprowadzeniem dodatniego

tadunku, utatwiajacego wiazanie si¢ ujemnych polimerow kwasu sjalowego do tak zmodyfikowane;j
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elektrostatycznie btony. Rezultaty tych badan, moga przyczyni¢ sig¢ do wyjasnienia molekularnych
procesow laczenia komorki jajowej z plemnikiem u jezowcow, u ktorych w blonie glowki plemnika
wystepuja tratwy lipidowe. Moga one uczestniczy¢ w procesie fuzji komorkowej. Adsorpcja polySia do
tratw lipidowych (fazy cieklo-uporzadkowanej). wykazana w te] rozprawie, moze by¢ jednym z
poczatkowych clementow ciagu zdarzen, ktore prowadza do fuzji komorki jajowej z plemnikiem.

W innym aspekcie badan podjetych w rozprawie Doktorantka dowiodta, istnienie dodatnie)
korelacji pomigdzy iloscia polimerow kwasu sjalowego w dwuwarstwie lipidowej a indukcja przez jony
Ca’* fazy heksagonalnej odwréconej, jako fazy przejsciowej, niezbednej w procesach fuzji komorkowej
oraz wykazata mozliwosci ulatwiania/przyspieszania tego procesu. Takie wlasciwosci modulacyjne
polySia w odniesieniu do np. fuzji z komoérkami nowotworowymi moga przyczyni¢ sig do wyjasnienia
ich roli w zwiekszaniu potencjatu inwazyjnego 1 przerzutowego nowotwordw oraz w innych zjawiskach
takich jak transport komorek bakteryjnych E.coli K1 przez bariere krew-mozg.

Znaczacym osiagnigciem Autorki rozprawy w kolejnym aspekcie badan bylo okreslenie roli
polySia w generowaniu potencjatu dipolowego blon lipidowych. Wykazata, ze obnizaja one potencjal
dipolowy blon w sakresie od 15% do 5%, zaleznie od stopnia ich molekularnego uporzadkowania. W
przypadku mikrodomen zwanych tratwami bfon plazmatycznych, z ktorymi zasocjowane sg biatka
sygnalizacyjne, zmiany potencjatu dipolowego moga skutkowa¢ zmianami konformacyjnymi tych bialek
zarowno w obrebie tej samej tratwy blonowej jak rowniez pomigdzy domenami miedzykomorkowymi. Sa
to procesy oddziatywania molekularnego, ktore sa kluczowe dla wyjasnienia migdzy innymi tworzenia
dendrytow i aksonow oraz komérek pewnych nowotworow. Istotne moga by¢ takze zaleznosci odkryte w
badaniach prezentowanych w tej rozprawie pomiedzy modulacja potencjatu dipolowego przez polimery
kwasu sjalowego a potencjatem blonowym w kontekscie wplywu na funkcjonowanie pomp jonowych na
poziomie organizmu. Moze to skutkowa¢ zmianami konformacyjnymi kanalow jonowych, od ktorych
zaleza ich parametry elektryczne jak rowniez mozliwym zwickszeniem energii aktywacji potrzebnej do
wnikniecia jonu do pomp jonowych. Z obowiazku podam uchybienia, jakie zauwazylam podczas czytania
opracowanego rozdzialu Oméwienie wynikow:

1. Str. 71 - Ryc. 8 — przedstawiony na niej elektroforetyczny rozklad dlugosci polimeréw kwasu sjalowego —
jest niejednoznaczny (rozmyty) — mozna go dopracowaé np. za pomocag strzatek wskazujacych miejsca
pojawienia sig¢ paska niebieskiego.

2. Str. 80 —Ryc. 15 — Jak nalezy rozumie¢ informacje w podpisie ., _.sondy Pacyfic Blue lokujacej si¢ w fazie
cieklo-uporzadkowanej i cieklo-nieuporzadkowanej..” w kontekscie podpisu pod Ryc. 13, gdzie t¢ sondg
stosowano do wizualizacji tylko fazy cieklej-nieuporzadkowanej?
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Jakie sa rozmiary pecherzykow olbrzymich (Ryc.1 1-15)? Czy na podstawie wizualizacji przedstawionych
na Ryc. 14 i 15 mozna oszacowaé wielkosci mikro-domen zwanych tratwami?

4. Rozdzial 2.3.2. W mojej opinii samieszczenie wizualizacji izotermy Langmuira i przedstawienie sposobu
wyznaczenia Kp oraz wyjasnienie relacji pomigdzy stalymi wiazania i dysocjacji (?) oraz zestawienie
wynikow w tabeli, dotyczacych wplywu kationéw Ca’" na stale wiazania kwasu Sia i jego polimerow
znaczaco rozjasnitoby i wzbogacito opracowanie.

5. Str. 92 - Ryc. 21- Podpis pod rysunkiem niewlasciwy, poniewaz przedstawiona jest ,Zaleznosc parametru
R sondy RH 421 od temperatury dla dwuwarstwy DPPC” a nie ,.Przejécie fazowe..."We fragmencie
opracowania pomigdzy Ryc. 21 i 22 nalezaloby pamigtac i uzywac sformulowania ,.zmiany entalpii
przejscia fazowego” a nie entalpii przejscia fazowego. W podpisach Ryc. 22 a takze wczesniejszych
Rycinach 10, 17 nalezy uzywac sformulowania cyt. ...z zaznaczong niepewnoscia pomiaru..” a nie z
zaznaczonym bigdem pomiaru..”

Bardzo waznym rozdziatem kazdej pracy naukowej, w tym dysertacji doktorskiej, jest Dyskusja (10
stron), ktéra zostala oddzielona od omowienia wynikow badan, co sprawito, ze przeprowadzona zostala
bardzo rzetelnie z sachowaniem chronologii do opisanych wynikow badan. Zastuguje na szczegdlna
pochwale. Doktorantka z duza starannoscia i dojrzatoscia naukowa omawia uzyskane wyniki na tle
dobrze dobranej literatury. W rozdziale Wnioski znalazto si¢ 7 wnioskow. Sadze, ze byloby korzystniej
zatytufowac ten rozdzial Podsumowanie i Whioski, poniewaz kilka z tych wnioskow - dotyczy to
punktow 1,2,315 stanowi jedynie podsumowanie otrzymanych rezultatow. Nowe i istotne informacje,
jakie wnidst doktorat do nauki sformutowane zostaly w punktach 4, 6 i 7. ktore sa w mojej ocenie
wiasciwymi wnioskami. W rozdziale Streszczenie rozprawy (2 strony) jasno | chyba zbyt szeroko
zawarto uzasadnienie podjetych badan, natomiast bardzo lakonicznie odniesiono sie do uzyskanych
wynikow i osiagnie¢, jakie wynikaja z przeprowadzonych badan.

Rozprawa napisana jest starannie, takze strong graficzng pracy oceniam wysoko, Pozwala to na
jednoznaczng oceng przedstawionych wynikow. Z obowiazku podam jeszcze drobne uchybienia, jakie
zauwazytam podczas czytania koficowych czescei rozprawy, takze te, ktore sygnalizowatam juz wezesnie):

|. Zdanie koncowe W Streszezeniu jest niezrozumiale, bo niezrecznie sformulowane. Nalezaloby je
sformulowaé np. w postaci 2 zdan. Cyt. ,Badania opisane w niniejszej pracy po raz pierwszy wskazuja na
istotng role uporzadkowania lipidow na oddziatywanie fafcuchow polimerow kwasu sjalowego z blonami
oraz jego roli w modulowaniu wybranych wlasciwosci blon”. Co Autorka miata na mysli w koncowej
czesci tego zdania?

2. W réznych miejscach pracy uzywano skrotu stow polimerow kwasu sjalowego™ ( polySia) niestusznie w
liczbie pojedynczej np. str. 110 pkt. 4,517 (polySia ..obniza energie, ..moze wplywac, _..moze modulowac,
_..ulatwia proces fuzji): str. 132 PolySia..bierze udzial. ...na kanalach sodowych zmienia)

3. Whioski (str. 108) 1-6 pisano w formie bezosobowej, wniosek 7 —w mianowniku formy osobowej.

4. Str. 127 i 128 = W czesci Objasnienia uzytych skrotow znalazly si¢ dwa niedociagnigcia W

nazewnictwach, a mianowicie a) GalNAc - N-acetylogalaktozoamina zamiast N-acetylogalaktozamina:, b)
GluNAc- N-acetyloglukozoamina zamiast N-acetyloglukozamina.
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5. Pozycje zacytowane pod Rycinami: 15, 17, 19, 20, 24, 27 nie sa zrédlowymi. W czedei tych Rycin zostaly
przedstawiano wzory strukturalne podstawowych molekul lipidowych znanych od bardzo dawna - lepiej
wtedy zacytowac podrgcznik np. Albert’sa, jak zrobiono to w przypadku Rycin 16 i 23, na innych
przedstawiono uklady modelowe zwiazane z samoorganizacja lipidow, ktore zostaly opisane pod koniec
ubieglego wieku Kruiff i wspot., 1985; Lewis i in. 1997; Israelachvilli, 1992, Cevc 1991, Huang i Li, 1991;
Simons i Ikonen, 1997)

Whioski koncowe

Oceniana praca ma charakter interdyscyplinarny. Zatozenia badawcze oparto na glebokim
studium literaturowym (211 pozycji). Podsumowujac rozprawe doktorska Pani mgr Karoliny Sapon
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja jest profesjonalnie przygotowana pod wzgledem
merytorycznym i jezykowym. Zauwazy¢ nalezy staranne wykonane, z duzym nakladem pracy. wielu
pomiarow. Tak duza ilog¢ roznorodnych metod pomiarowych a tym samym wynikow badan mogly by¢
wykonane i opracowane przez Doktorantke jedynie dzigki Jej pracowitosci i zaangazowaniu. Wystepuja
nieliczne usterki dotyczace sformutowan badz bledy literowe. Niektére z nich dla poprawy, wzglednie
sugestie, zamiescitam w recenzji, czg$¢ zaznaczylam w tek$cie pracy. Uwagi te jednak nie maja
bezposredniego wplywu na merytorycznag warto$¢ pracy, moga natomiast postuzyc¢ bezposrednio podezas
przygotowania otrzymanych wynikow do opublikowania. Doktorat jest znaczacym dorobkiem naukowym
Autorki. W szczegdlnosei rozprawa posiada elementy nowosci naukowej i stanowi oryginalny wklad do
wiedzy podstawowej W zakresie wyjasnionych mechanizmoéw, o ktorych pisatam wezesniej. Prace
doktorska oceniam na bardzo dobry. Przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu Przyrodniczo-
Technicznego wniosek o jej wyroznienie nagroda. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka jest juz
wspdtautorem trzech artykutow znajdujacych sie w wykazie A listy czasopism MNiSZW. Zamieszczone
zostaty w wysoko punktowanych czasopismach w latach 2016, 2015 oraz 2013. (FEBS Letters, BBA.,
CMBL). IF tych artykulow wynosi 8,96 i jest roéwnowazny 80 punktom z listy MNiSW (liczba
wspolautorow — 7). Wyniki swoich prac Doktorantka zaprezentowala takze na 5 konferencjach w formie
referatow. Odbyla trzy staze 3 miesigezne w Zakladzie Cytobiologii na Wydziale Biotechnologii UWr, co
pozwolilo Jej na zdobycie wielu kompetencji i otrzymaniu wynikow badan eksperymentalnych na
wysokim $wiatowym poziomie. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wyniki badan uzyskane na lipidowych
blonach modelowych w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej sa kontynuowane w aspekcie badan
whaéciwosci anty-kancerogennych i anty-proliferacyjnych polySia na komorkach nowotworowych w
ramach grantu badawczego Preludium 9, finansowanego przez NCN (2015-2017), ktorego kierownikiem
jest Doktorantka i jest dowodem na to, ze zdobyl uznanie Recenzentow i byl przez nich wysoko

oceniony.
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Reasumujac wyrazam opinig, ze przediozona przez mgr Karoling Sapoi rozprawa W pelni
odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim (ustawa z dnia 14.03.2003 o stopniach i tytule
pnaukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki - Dz. U. nr 65, poz. 595). Wobec
pPOWYZSZego przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Przyrodniczo-Technicznego Uniwersytetu
Opolskiego wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszezenie pani mgr Karoliny Sapon do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

M &ﬁmygﬁq

Janina Gabrielska



