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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Pabiszczaka
pod tytulem “Napelnianie bioagregatow fosfolipidowych substancjami polarnymi i

niepolarnymi — symulacje komputerowe.”

Rozprawa doktorska mgr Mateusza Pabiszczaka dotyczy istotnego problemu
medycznego zwigzanego z transportem lekOw wewnatrz organizmu na poziomie
molekularnym. Transport tego typu wymaga no$nikow o rozmiarach nanometrow zdolnych
do transportowania czasteczek leku precyzyjnie w miejsce wystepowania choroby. Autor
wskazuje jako no$nik tego typu na lipoproteing o duzej gestosci (HDL) a wiasciwie jej
odmiang nascent HDL (nHDL), ktéra nie zawiera estrow cholesterolu w swoim wnetrzu.
Motywujac  swd] wybor matymi  rozmiarami, odpowiednimi  wilasciwosciami
powierzchniowymi, dlugim czasem krazenia, biokompatybilno$cig, biodegradowalnoscia,
niska stymulacja immunologiczng oraz uczestnictwem tego bioagregatu w procesie
odwrdconego transportu cholesterolu. Badania przeprowadzone w tej pracy koncentruja si¢ na
tadowaniu obcych komplekséw molekularnych lub atoméw do wnetrza nHDL.

Autor, jako metod¢ badan wybrat symulacje komputerowe. Swdj wybor motywujac
wgladem do dynamiki atomow i molekul, ktora z kolei umozliwia ocen¢ zjawisk fizycznych
zachodzacych w procesie napelniania lipoprotein nHDL substancjami polarnymi i
niepolarnymi. Ta metoda badawcza pozwala na wielokrotne powtarzanie eksperymentu w
zmienionych  symulowanych warunkach fizyko-chemicznych. Kolejnym waznym
argumentem przy wyborze symulacji komputerowej bylo ograniczenie kosztoéw badan
eksperymentalnych.

Glownym celem tej pracy jest badanie napelniania bioagregatu nHDL molekutami
polarnymi wody 1 atomami niepolarnymi argonu przy uzyciu nanorurki weglowej (CNT).
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Realizacja tego gtownego celu wymagata od autora takze zbadania stabilnosci struktur HDL i
nHDL oraz stabilno$ci uktadu w procesie nanoidentacji nanorurkg weglowa.

Cele badawcze, ktorych podjat si¢ w tej pracy autor wpisujg si¢ jak najbardziej w
najnowsze trendy obserwowane w naukach fizycznych, chemicznych i medycznych. Pan
magister Mateusz Pabiszczak jest wspotautorem siedmiu prac opublikowanych w
czasopismach indeksowanych w bazie Web of Science. Zagadnienia opisane w pigciu z tych
prac dotycza bezposrednio tematu tej rozprawy doktorskiej. Tekst rozprawy doktorskiej
podzielony jest na cztery zasadnicze cze$ci.

W pierwszej czesci opisane sg kompleksy lipoproteinowe. Autor po kolei przedstawia
w tym rozdziale budulec z ktorego sktadaja si¢ lipoproteiny. Znajdziemy tutaj wiele
informacji o budowie lipidow oraz ich roli w organizmie. Dalej opisane sg fosfolipidy i
cholesterol jako lipidy wchodzace w sktad bton komoérkowych. Autor w tej cze$ci wyjasnia
spraw¢ rozpuszczalnosci lipoprotein sktadajacych si¢ z silnie hydrofobowych estréw
cholesterolu oraz triacylogliceroli w rdzeniu, otoczonych hydrofilowa powloka sktadajaca si¢
z wolnych cholesteroli 1 apoprotein. W dalszej czesci tego podrozdziatu znajdziemy
informacje na temat podziatlu lipoprotein osocza. Autor w nastepnym podrozdziale opisuje
lipoproteing o najwigkszej gestosci — biomolekute HDL, ktora zyskata szczegodlne znaczenie
w medycynie jako wskaznik ryzyka wystgpienia miazdzycy w naczyniach krwiono$nych. Z
tego opisu dowiadujemy si¢ o sktadzie, typach i metabolizmie biomelekut HDL.

Kolejny rozdziat dysertacji doktorskiej opisuje technike symulacji uktadow
molekularnych, zwana Dynamika Molekularng. We wstegpie autor przedstawia podziat
symulacji komputerowych ukltadéw molekularnych na stochastyczne i deterministyczne,
krotko je charakteryzujac. Metode dynamiki molekularnej prawidtlowo przyporzadkowuje do
metod deterministycznych. Pod koniec wstepu mozemy zapoznaé si¢ z najprostszym-
bezposrednim algorytmem na rozwigzywanie rownan ruchu Newtona. Z zaprezentowanego
matematycznego zapisu algorytmu nie jest jednak jasne dla czytelnika jak wyznaczy¢
potozenia i1 predkosci w chwili t+at. Zapis bylby bardziej zrozumiaty, gdyby jawnie
wystepowat czas w rdéwnaniach. W podrozdziale 2.1 autor opisuje algorytm Velocity Verlet.
Sam opis jest poprawny pod wzgledem matematycznym, ale nie ma zadnego uzasadnienia
taka komplikacja prostego algorytmu, zwlaszcza ze w dalszej czg$ci pracy nie ma wsparcia
dla takiego podejscia. Sam zapis algorytmu jest niezrozumiaty dla jego implementacji. Autor
na str. 23 mowi o aktualizacji pedu do chwili czasu At, a w rOwnaniu nie wida¢ aktualizacji,
wszystkie zmienne zalezg od tego samego przedziatu czasowego at. W podrozdziale 2.2
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autor opisuje technike symulacji sterowanej dynamiki molekularnej. W opisie tym brakuje
réwnan ruchu z narzuconymi ograniczeniami, cze¢$ciowo tg informacje mozemy uzyskac z
odno$nikéw. W symulacjach uzyty jest potencjat CHARMM, ktéory opisany jest w
podrozdziale 2.3. Potencjat ten dzieli si¢ na cze$¢ opisujaca wigzania chemiczne i1 czgs¢
zwigzang z oddzialywaniami van der Waalsa i Coulomba. W tym podrozdziale pojawia si¢
pojecie periodycznych warunkéw brzegowych (PBC). W opisie brakuje uzasadnienia
wprowadzania PBC w uktadach molekularnych. Nie ma tez uzasadnienia odno$nie promienia
obcigcia dla oddzialywan elektrostatycznych. Zdanie ,,Aby rozwigza¢ ten problem,
niezwigzane terminy interakcji sg zawile ze specjalnymi funkcjami przetaczania lub
przesuwania” jest mato komunikatywne. W nastgpnym podrozdziale zatytulowanym
,Wybrane metody analizy danych symulacji MD” autor na pierwszej stronie opisuje wigzanie
wodorowe i jego najwazniejsze cechy w kontekscie oddziatywan biomolekut. Pod koniec tego
opisu dowiadujemy si¢ jakie parametry symulacji komputerowej brane s3 pod uwage w
zliczaniu wigzan wodorowych. Dalej autor opisuje metode obliczania funkcji odchylenia
srednio-kwadratowego zaleznego od czasu (RMSD) jako parametr charakteryzujacy
dynamike molekut. W badaniach jako parametr strukturalny opisujacy rozktad atomoéw w
biomolekule wybrany zostal promien bezwtadnosci (RG). Z opisu dowiadujemy si¢, ze w
przypadku matego RG atomy znajduja si¢ blisko srodka masy, a duzy RG oznacza, ze atomy
sg daleko od $rodka masy.

Rozdzial 3 pracy doktorskiej poswigecony jest modelowaniu molekut i ustalaniu
parametrow symulacji. Do realizacji symulacji komputerowej MD wybrano program
symulacyjny NAMD stosujac w pelni atomistyczny model. Do modelowania oraz analizy
wynikoéw wykorzystano oprogramowanie VMD w wersji 1.9.3. oraz wlasne oprogramowanie
napisane w jezyku Python i TCL. Do budowy nanorurki wegglowej autor wykorzystat
generator z programu VMD, ale juz bioagregaty HDL i nHDL sam zbudowal i
zoptymalizowal uzywajac symulacji rownowagowej NPT, dla temperatury fizjologicznej
T=310 K. Wynikiem tej optymalizacji byty ksztatty, dyskoidalny i sferyczny odpowiednio dla
nHDL i HDL. Dalej opisane sg parametry symulacji MD ustawione w programie NAMD. Z
opisu dowiadujemy si¢, ze roéwnania ruchu calkowano za pomoca algorytmu Brungera-
Brooksa-Karplusa, o ktorym nie ma wzmianki w poprzednim rozdziale. Temperatura w
symulacjach, jak pisze autor, kontrolowana byta przez termostat Langevina, i tutaj tez nie ma
odno$nika do literatury na temat tego algorytmu. W kolejnych podrozdziatach autor opisuje

symulacje komputerowe MD wykonane w ramach tej pracy. Pierwszy podrozdzial
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poswiecony jest symulacja struktury HDL i nHDL. Drugi podrozdziat opisuje symulacje
nanoidentacji bioagregatu nHDL nanorurka weglowa. Autor pisze, ze dla zatrzymania
bioagregatu uzyto warstwy azotku boru, ale nie pisze dlaczego akurat taka molekuta zostat
uzyta w warstwie. Trzeci podrozdzial poswigcony jest symulacji wypeliania nHDL
molekutami wody badz atomami argonu w $rodowisku bezwodnym. W symulacji
wykorzystano konfiguracj¢ koncowa z poprzedniej symulacji. Molekuly wody lub atomy
argonu wtlaczane byly do nanorurki przez otwér w warstwie grafenowe] przy uzyciu
wirtualnego ttoka. Parametrem, ktory byt tutaj ustalany byta predkos$¢ tadowania substancji do
agregatu nHDL. Nastepny podrozdzial wprowadza $rodowisko wodne do systemu symulacji
tadowania molekut wody przez CNT. Autor uzasadnia taka symulacj¢ tym, ze organizm
ludzki skfada si¢ z okoto 70% wody. Autor w tym rozdziale pisze, ze ze wzglgdu na
umozliwienie rozprzestrzeniania si¢ bioagregatu nHDL, molekuly wody rozlosowane zostaty
stosunkowo rzadko. Nie ma jednak wzmianki jakiej to odpowiadalo gestosci wody, co ma
raczej dos¢ istotne znaczenie, gdy chcemy porownac ta symulacje do rzeczywistego uktadu.
Najobszerniejszym rozdziatem pracy doktorskiej jest rozdzial poswigcony prezentacji
1 omoéwieniu wynikow. Rozdziat ten sktada si¢ z czterech podrozdzialow poswieconych
kazdej z opisanych w rozdziale 3 symulacji. Stabilno$¢ struktur nHDL i HDL badana byta
przy pomocy usrednionej wartosci RMSD po calym czasie symulacji w zakresie temperatur
290-330 K. Wyniki tych badan wskazuja na wigkszg stabilno$¢ bioagregatéw HDL niz
nHDL. Dodatkowe badania, przeprowadzone przez autora pracy, zwigzane ze zliczaniem
sredniej ilosci wigzan wodorowych wskazuja na przyczyne takiego faktu. W nHDL autor
zaobserwowal mniejsza liczbg¢ wigzan wodorowych. Przebiegi czasowe funkcji RMSD(t) byty
uzyte jako wskaznik mobilnosci dla protein apoA-I oraz fosfolipidow POPC w bioagregatach
nHDL 1 HDL. Wyniki wskazuja na wigksza ruchliwo$¢ fosfolipidow, co potwierdza sam
autor, podajac mozliwe przyczyny takiego zachowania molekul. Wyniki te wskazujg takze na
wieksza ruchliwos¢ w bioagregacie nHDL niz w HDL. Analiza tego faktu poglebiona jest w
pracy przez obliczenie promienia bezwladnosci dla badanych molekul. Zmniejszanie si¢
warto$ci RG w czasie dla nHDL autor uzasadnia zmniejszeniem jamy wewngtrznej nHDL,
jako bardziej korzystne energetycznie, przypominajac o ksztalcie dyskoidalnym nHDL i
sferycznym HDL. Autor na podstawie tych badan stwierdza mozliwo§¢ zmiany ksztattu
nHDL z dyskoidalnego na sferyczny po napetnieniu jej wnetrza dodatkowymi substancjami.
Nastepny podrozdziat 4.2 prezentuje wyniki badan nad nanoidentacja bioagregatu nHDL

nanorurka weglowa. Autor bada ten proces przez analizg takich wielko$ci fizycznych jak sita i

4



profil gestosci. Wnioski z obserwacji sity potrzebnej do wbicia nanorurki do agregatu nHDL
wskazuja na to, ze sita potrzebna do przebicia agregatu jest wicksza niz potrzebna do
przebicia dwuwarstwy fosfolipidowej we wczesniejszych badaniach. Autor uzasadnia ten fakt
zgniataniem makromolekuty oraz uzyciem w poprzednich badaniach mniej sztywnych
fosfolipidow DMPC. Wnioskiem z obserwacji profilu gestosci jest potwierdzenie obserwacji
o przesuwaniu POPC w kierunku warstwy azotku boru. Podrozdziat 4.3 opisuje proces
tadowania nHDL czasteczkami wody (4.3.1) i argonu (4.3.2) w S$rodowisku bezwodnym.
Prezentacje wynikow w tym podrozdziale autor rozpoczyna od przedstawienia chwilowych
konfiguracji uktadu nHDL zatadowanego molekutami wody. Dalsza analiza obejmuje
zalezno$¢ czasowg liczby czastek, przeplywu czastek 1 dlugosci pétosi elipsoidy nHDL. Po tej
analizie autor stwierdza, ze tadowanie molekutami wody nie jest w stanie zmieni¢ ksztaltu
nHDL z dyskoidalnego na we w pelni sferyczny. Wczesniej dochodzi do rozerwania
struktury nHDL. Na podstawie tej analizy autor stwierdza istnienie dwoch faz modyfikacji
struktury nHDL podczas tadowania wody. Pierwszy etap od 0-550 ps, nHDL pozostaje
stabilny — nie zmienia swojego ksztattu. Drugi etap od 550 ps prowadzi do zmiany ksztaltu
agregatu. Wyniki te potwierdzily tez wykresy RMSD(t). W celu poglebienia badan autor
postanowit powtorzy¢ symulacje dla obnizonej predkosci tadowania. Wnioskiem z tych badan
jest to, ze makromolekula nHDL w przypadku najwolniejszej szybkosci wtlaczania jest w
stanie w sposob ciggly dopasowacé si¢ do zmian spowodowanych tadowaniem wody. W
przypadku tadowania nHDL argonem autor stwierdza natychmiastowe opuszczenie nHDL
przez atomy argonu w temperaturze fizjologicznej. W celu obserwacji zmiany ksztattu nHDL
podczas tadowania argonem autor zmienia temperaturg symulacji na T=10 K nie podajac
dlaczego akurat ta temperatura bgdzie odpowiednia. Wniosek autora jest taki, ze przy tak
niskiej temperaturze struktura nHDL jest znacznie sztywniejsza i mniej si¢ odksztatlca. W
nastepnym podrozdziale 4.4 autor prezentuje te same funkcje, ale dla symulacji wypehiania
nHDL czasteczkami polarnym w §rodowisku wodnym. Napetnianie molekutami wody nHDL
w srodowisku wodnym jest prawie czterokrotnie dtuzsze niz w srodowisku bezwodnym przy
tych samych parametrach. Autor wspomina w tym miejscu o trudno$ciach w oszacowaniu
ilosci molekut wody we wnetrzu nHDL pochodzacych z wttaczania. W przypadku srodowiska
wodnego rozszerzanie agregatu nHDL prowadzi do wnikania dodatkowej wody ze
srodowiska, co przyspiesza degradacje makromolekut nHDL. Pod koniec rozdziatu 4 Autor
stwierdza, ze badania bez obecnos$ci §rodowiska wodnego pozwalaja lepiej oszacowac ilos¢

molekut/atoméw, ktdrg mozna wprowadzi¢ do bioagregatu przed jego uszkodzeniem. Taki
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wniosek moze wynika¢ glownie z braku narzedzi analizy uktadu w srodowisku wodnym. W
tekécie pracy znajduje si¢ kilka bledow typograficznych, jak na str. 15 dwa razy stowo
,wolnego wolnego”, na str. 29 ,,Wigzan wodorowych umozliwiajg”, str. 59 powinno by¢
stowo ,,sposrod” a jest ,,sposod”.

Podsumowujac, niewielkie btedy typograficzne zauwazone w pracy oraz braki w
opisie dla szerszego grona czytelnikdw, nie umniejszaja jej jakosciowego wkladu do badan
nad nano transportem lekéw w organizmach zywych, dlatego wnioskuje do Rady Naukowe;j
Instytutu Fizyki Uniwersytetu Slaskiego o dopuszczenie mgr Mateusza Pabiszczaka do

dalszego etapu przewodu doktorskiego.
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