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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]
PANI MGR INZ. HANNY ORLIKOWSKIEJ-RZEZNIK

,,On Discovering New Facets of Cholesterol in Model Cell Membranes:
the Molecular Interplay with Biological Water”
zrealizowanej na Wyadziale Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej
Politechniki Poznanskie;j
pod opieka naukowa dr. hab. inz. Lukasza Pigtkowskiego, prof. PP.

Przedmiotem niniejszej recenzji jest praca doktorska Pani mgr inz. Hanny

Orlikowskiej-Rzeznik pt. ”O odkrywaniu nowych aspektow cholesterolu w
modelowych bloach komoérkowych: Wzajemne oddziatywanie molekularne z woda
biologiczng”.
Cholesterol petni kluczowa role w funkcjonowaniu organizmu, wptywajac na
strukture i stabilno$¢ bton komoérkowych oraz wspomagajac procesy sygnalizacji i
transportu w komorkach. Jego obecnos¢ w blonach komoérkowych zapewnia
optymalng przepuszczalnos¢ i ptynnos$é, a jego ztozona rola ma znaczenie zaréwno
w ochronie zdrowia (HDL), jak i ryzyku chordb sercowo-naczyniowych (LDL).
Cho¢ cholesterol czgsto kojarzony jest negatywnie, jest niezbedny dla
prawidtowego funkcjonowania organizmu stad badanie jego wptywu ma duze
znaczenie. Btony komorkowe sa ztozonymi strukturami, ktorych wiasciwosci
zalezg od interakcji lipidow, cholesterolu 1 otaczajacej wody, co jest kluczowe dla
aktywnosci biochemicznej komorek. Badania wykazaty, Zze cholesterol wptywa na
rozmieszczenie lipidow 1 stabilno$¢ wody na powierzchni btony, co ksztattuje jej
fizyczno-chemiczng heterogenicznosé.

Omawiane zagadnienia s3 $ciSle zwigzane z obszarem zainteresowan
naukowych promotora pracy, dr hab. inz. Lukasza Pigtkowskiego, uznanego
specjalisty w zakresie biofizyki. Opisane w pracy doktorskiej wyniki badan zostaty
zrealizowane w ramach projektu badawczego kierowanego przez Promotora
niniejszej pracy.

Tematyka badan objeta doktoratem jest wazna i aktualna, zwlaszcza w
kontekscie lepszego zrozumienia zarOwno znaczenia cholesterolu w procesach
komorkowych jak i lepszego poznania blon komoérkowych.

Przygotowana przez mgr inz. Orlikowska-Rzeznik  rozprawa doktorska
napisana jest w jezyku angielskim 1 sktada si¢ z jednostronicowego ogdlnego
streszczenia, nastgpnie rozdziatdéw opisujacych kolejno blony komorkowe,



cholesterol 1 jego wplyw na ptynnos¢ blony komorkowej, pojecie wody
biologicznej a wreszcie z opisu metod badawczych wykorzystywanych przez
Doktorantke, do ktorych zaliczone zostaty spektroskopia i obrazowanie. W tym
rozdziale Doktorantka opisuje kolejno diagram Jablonskiego, podstawy
spektroskopii 1 mikroskopii fluorescencyjnej a takze sondy fluorescencyjne.
Najbardziej warto$ciowy dla mnie rozdziat 5.3. dotyczy spektroskopii generacji
czestotliwosci sumarycznej, gdzie krok po kroku Doktorantka wyjasnita podstawy
tej techniki oraz mozliwosci jej zastosowania.

Podstawe merytoryczng pracy stanowi cykl trzech publikacji — opublikowanych w
bardzo prestizowych czasopismach takich jak J. Phys. Chem. B., JACS, J. Phys.
Chem. Letters, ktore pojawiaja si¢ jako kolejne rozdziaty pracy.

W rozdziale 6 Doktorantka opisuje Laurdan - sondg, ktora rozréznia nawodnienie
btony lipidowe;j i zawartos¢ cholesterolu. W pracy umieszczonej w tym rozdziale i
opublikowanej w J.Phys Chem B pokazala, ze odwodnienie powoduje r6zne skutki
w kazdym systemie. W membranie rozdzielonej fazowo zmiany ptynnosci byty
bardziej umiarkowane, co sugeruje dodatkowy mechanizm nieobecny w systemie
jednofazowym. Wykazata, ze redystrybucja cholesterolu miedzy fazami
prawdopodobnie wyjasnia te rdéznice.

W rozdziale 7, ktory stanowi publikacja z J. Phys. Chem Lett. Doktorantka
udowodnita, z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, ze odwodnienie
blony lipidowej powoduje redystrybucje cholesterolu pomigdzy domenami
bocznymi. Okreslita ilosciowo ten proces i odkryta, ze powinowactwo cholesterolu
do okreslonych faz lipidowych (Lo vs. Ld) odwraca si¢, gdy hydratacja btony
zmniejsza si¢ z okoto 12 do 6 czasteczek wody na lipid. Symulacje atomistycznej
dynamiki molekularnej, ktére ujawnity zmiany w strukturze dwuwarstwy lipidowej
1 sieci wigzan wodorowych miedzy lipidami, dostarczyty wgladu w molekularne
podstawy tej redystrybucji cholesterolu.

Wreszcie, w rozdziale 8, zatytutowanym ,,Cholesterol changes interfacial water
alignment in model cell membranes”, ktorego podstawe stanowi artykut
opublikowany w JACS, Doktorantka przedstawita szczegétowe badania wptywu
cholesterolu na strukture btony (monowarstwe lipidowa) i jego interakcje z woda
biologiczng w roéznych typach lipidow. Aby to osiggnaé, zastosowala
szerokopasmowa spektroskopi¢ generowania sumy czestotliwo$ci drgan
wykrywanych heterodyng (HD-VSFG) w celu zbadania sygnatur drgan lipidow,
cholesterolu i pobliskich czgsteczek wody. HD-VSFG jest technikg wysoce
specyficzng dla powierzchni i dostarcza unikalnych informacji o bezwzgledne;j
orientacji czasteczek. Odkryta, ze w blonach zlozonych z nienasyconych
fosfatydylocholin, cholesterol zakloca powloke hydratacyjng wokot  grup
lipidowych, co prowadzi do depolaryzacji orientacji czasteczek wody. Natomiast w
btonach z tancuchami nasyconych kwasow thuszczowych cholesterol wchodzi w
interakcje specyficznie z lipidami, co powoduje zwigkszone upakowanie lipidow i
lepsze uporzadkowanie grup lipidowych — zjawisko znane jako efekt kondensacji.
Efekt ten zwigksza rowniez orientacje netto czasteczek wody zwigzanych z blong,
ktore nawadniaja pozostate grupy. W monowarstwach sfingomieliny efekt
kondensacji wywolany cholesterolem jest najbardziej wyrazny, przy czym



orientacja czasteczek wody migdzyfazowej nawadniajacych grupy czolowe jest
najbardziej anizotropowa.

Rozdziat 9 stanowi podsumowanie przedstawionych wczesniej prac, w tym
podkreslenie istotno$ci prowadzonych badan jak réwniez ich pionierskie
wyjasnienie. Konkludujac, biologiczne btony komoérkowe charakteryzujg sie
dynamiczng 1 strukturalng heterogenicznoscia wynikajaca z interakcji lipidow,
cholesterolu i warstwy hydratacyjnej wody, co jest kluczowe dla aktywnos$ci
biochemicznej komorek. Autorka zbadal wplyw odwodnienia i zawartoSci
cholesterolu na spektralne wtasciwosci Laurdan, wskazujac, ze odwodnienie
powoduje uporzadkowanie lipidéow i spowolnienie dynamiki wody, natomiast
cholesterol oddzialuje gltéwnie na dynamike glicerolowego szkieletu lipidow.
Odkryta rowniez, ze cholesterol przemieszcza si¢ miedzy domenami blony
lipidowej w odpowiedzi na zmniejszenie hydratacji, co stabilizuje blone, redukujac
jej wrazliwo$¢ na zmiany ptynnosci. Uzywajac zaawansowanej spektroskopii,
pokazata, ze cholesterol modyfikuje strukture wody miedzyfazowej, co wptywa na
potencjat dipolowy blony i procesy zwigzane z fuzja blon. Wyniki te dostarczaja
nowego wgladu w role cholesterolu w regulacji wtasciwos$ci blon 1 procesow
komorkowych, takich jak neuroprzekaznictwo, transport wewnatrzkomorkowy czy
tez wnikanie wirusow.

Prace wienczg rozdziat 10 i1 spis imponujacego dorobku Doktorantki oraz
bibliografia sktadajaca si¢ ze 184 pozycji literaturowych. Na koncu Doktorantka
umiescita o§wiadczenia wspotautorow, ktorzy jednoznacznie wskazuja na wktad
doktorantki w wykonane do$wiadczenia oraz zgadzaja si¢ by przedstawione wyniki
stanowily podstawe prezentowanego doktoratu.

Z recenzenckiego obowiazku, ale tez z ciekawos$ci 1 nie znajdujac bledoéw
jezykowych (co jest niezwykle rzadkie przy pracy o tak duzej objetosci) chciatabym
zada¢ Doktorantce kilka pytan:

1) Jakie moce laseréw sa najodpowiedniejsze dla efektywnego pomiaru
metoda SFG?

2) Jakie dtugos¢ pulsow sa najkorzystniejsze dla SFG i dlaczego?

3) Jakie sg roznice chemiczne mig¢dzy sondami fazowo-specyficznymi a
fazowo-wrazliwymi w badaniach bton biologicznych?

4) Czy w rozwazaniach oddzialywan z rozpuszczalnikiem brana jest pod
uwage wielkos¢ wneki Onsagera?

Doktorantka jest wspotautorkg az 16 prac naukowych, z czego w 5 pracach jest
wiodacym (pierwszym i/lub korespondujagcym) autorem co $wiadczy o
nadzwyczajnej aktywnos$ci naukowej p.Orlikowskiej-Rzeznik. Potwierdza to takze
jej udziat w licznych konferencjach naukowych ( réwniez z publikacjami w bardzo
dobrych materiatach pokonferencyjnych, bedacych cytowanymi pracami, takimi
jak Faraday Transations czy FEBS ) a takze szerokich wachlarz uzyskanych nagrod
— jak cho¢ by ta, niezwykle prestizowa a uzyskana tak niedawno — L’Oreal
UNESCO dla wybitnych mtodych badaczek czy tez FNP Start. Istotnym wktadem
w rozwo0j nauki jest takze uzyskanie dwoch zgloszen patentowych. Doskonatos¢



naukowa doktorantki zostata dostrzezona takze przez grantodawcoOw — zar6wno
Ministerstwo Nauki, ktore przyznato mgr inz. Orlikowskiej-Rzeznik Diamentowy
Grant jak i Narodowe Centrum Nauki, ktore finansuje jej grant Preludium.

Przygotowana rozprawa oraz podejmowane w niej problemy badawcze nie tylko
obejmujg najnowsze trendy 1 osiaggni¢cia nauki, lecz réwniez $wiadczg o
znajomos$ci wspodlczesnej literatury z wybranej dyscypliny naukowej. Jakos¢
przygotowanej rozprawy, zarowno pod katem czesci eksperymentalnej jak rowniez
analizy literatury, zastluguja na pozytywng ocen¢. Praca przygotowana jest
niezwykle starannie, trudno w niej znalez¢ bledy a jej pigkna oprawa graficzna
nadaje jej dodatkowego waloru estetycznego — nie spotkatam si¢ jeszcze z tak
dopracowanymi i tadnymi grafikami. Serdecznie gratuluj¢ doktorantce rozlicznych
talentow.

Nadanie stopnia doktora oznacza, ze badacz jest przygotowany do
samodzielnego rozwigzania problemu naukowego. Mgr inz. Hanna Orlikowska-
Rzeznik pokazata, ze spelnia ten warunek, gdyz opanowata umiejgtnosé
korzystania z literatury, doboru materiatow 1 metod badawczych, poprawnego
zaprojektowania 1 przeprowadzenia eksperymentu, logicznego sformutowania
wnioskéw koncowych oraz przygotowania bardzo waznych publikacji. Warto
podkresli¢, ze dzi§ w obszarze badan do§wiadczalnych wymagajacych stosowania
zaawansowanych technik badawczych, ,,samodzielnie” nie oznacza osobiscie, gdyz
umiejetnos¢ wspotpracy w zespole jest rowniez przejawem dojrzatosci naukowej
co Doktorantka udowodnita pracujac w kilku zespotach badawczych, w tym
zagranicg, w Amsterdamie.

Konkludujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Hanny
Orlikowskiej-Rzeznik zatytutowana ,,On Discovering New Facets of Cholesterol
in Model Cell Membranes: the Molecular Interplay with Biological Water”spetnia
wymogi stawiane pracom doktorskim w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w dziedzinie
sztuki (Dz.U. z 2017r. poz. 1789 w zwiazku z art. 179 ust.1 i ust. 2 ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz 1669 z p6zn.zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje
0 przyjecie niniejszej rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.
Dodatkowo, majac na uwadze ponadprzecigtne osiggni¢cia naukowe Doktorantki
Wnosze 0 wyrdznienie jej rozprawy.

e g
‘\/’ 67, 07 \.( \A AL
\ L/(/ (\45& \/Y 4

Prof. Katarzyna Matczyszyn,



