Krakow, 29.01.2013

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Opis zjawisk transportu masy w kanalach wybranych
membran naturalnych i syntetycznych

Pana mgr Krzysztofa Pawelka

Praca doktorska pana Krzysztofa Pawelka dotyczy waznego zagadnienia Kine-
tyki kanalowej w blonach biologicznych oraz ukladach modelowych, w tym
takze w syntetycznych blonach magnetycznych. Kanaly jonowe b?d”ce specy-
ficznymi bialkami blonowymi tworz~cymi struktur? poru s® odpowiedzialne za
transport substancji niskocz”steczkowych pomi?dzy srodowiskiem a komork”
oraz pomi?dzy poszczegolnymi przedzialami wewn”trzkomorkowymi. W za-
leznosci od mechanizmu aktywuj*cego otwarcie bramki kanalu umozliwia-
jhcego dyfuzj? jonow zgodnie z gradientem st?zen, wyroznia si? kanaly otwie-
rane zmiany potencjalu pola elektrycznego, kanaly otwierane ligandem, zmiany
napr?zenia mechanicznego, a nawet zmiany temperatury.

Zmiany stanu kanalu, a zwlaszcza obszaru bramki wynikaj® z ci*glych zmian
srodowiska i fluktuacji termicznych, ktore odpowiedzialne s$ takze za zmiany
konformacyjne biaiek formuj*cych por. Dzi?ki rozwini?tym technikom patch
clamp, mozliwe jest rejestrowanie i analizowanie pikoamperowych pr*dow
przeplywajgcych przez otwarte kanaly. Poznanie, analiza i modelowanie kine-
tyki kanalowej pozwala wspolczesnie na syntez? nowych lekow, z powodze-
niem stosowanych w terapiach wielu schorzen. Podobnie - tworzenie sztucz-
nych membran o dedykowanych wlasnosciach fizykochemicznych ma ogrom-
ne znaczenie w stosowanych w przemysle mikrofiltrach i metodach rozdziela-
nia (separacji) substancji.

Badania opisane w rozprawie skupialy si? na trzech zagadnieniach:

1) modelowaniu procesow kinetyki bramkowania aktywowanych wapniem ka-
nalow potasowych BK, 2) modelu transportu przez filtr selektywny kanalow
KcsA i 3) analizie procesu transportu azotu i tlenu przez syntetyczne membra-
ny magnetyczne. Zakres tematyczny rozprawy jest zatem bardzo bogaty (z po-
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wodzeniem mogtby poshizyc do przygotowania dwoch doktoratow) i swiad-
czy o roznorodnosci badan zjawisk transportu przez blony prowadzonych w
zespole promotora pana Krzysztofa Paweika, prof. Zbigniewa Grzywny. Rolg
doktoranta w podjgtym projekcie bylo zaproponowanie i przetestowanie mode-
li kinetycznych moggcych odtworzyc wyniki doswiadczalne uzyskane przez
grup? i jej wspoipracownikow.

Przy modelowaniu prgdow jonowych pochodzgcych z pojedynczych kanalow
zwykle zaktada si?, ze kinetyka przelgczania pomi?dzy otwartymi i zamkni?ty-
mi stanami kanahi ma charakter losowy i moze bye przyblizona procesem Mar-
kowa o niewielkiej ilosci stanow dyskretnych. Tym niemniej, wspolczesna lite-
ratura przedmiotowa podaje wiele przykladow pogwatcenia zasady markowo-
wskosci w obserwowanych prgdach ladunkowych (co przejawia si? np. nie-
ergodycznoscig procesow kinetyki kanalowej, charakterystycznym, ci?zko-
ogonowym rozkladem czasow pobytu w stanach zamkni?tym/otwartym kanalu
i dhigoczasowym zanikaniem funkeji autokorelacji procesu prgdu jonowego
zgodnie ze statystycznymi prawami pot?gowymi). Dla procesow Markowa
z duz” liczbg stanow konformacyjnych bramki posredniczgcych w otwarciu
(lub zamkni?ciu) kanatu zasadny jest wybor opisu kinetyki kanatowej z uzy-
ciem (ciggtych w zmiennej przestrzennej i czasowej) rownan dyfuzji stochas-
tycznej. Ale iw tym podejsciu, niemarkowowskosc i efekt skalowania typu
Pareto w ogonach rozkladow czasow przelgczania mog” pojawic si?, jesli np.
bariery potencjahx pomi?dzy kolejnymi stanami konformacyjnymi nie sg dob-
rze sprecyzowane, a z racji lokalnego nieporzgdku, przyjmujg charakter
zmiennych losowych. Autor rozprawy wspomina o tym problemie w podroz-
dziale 2A.2.6, gdzie omawia znane modele bramkowania kanalow BK. Zazna-
cza przy tym ,, w wielu przypadkach wielostanowy rozklad czasow trwania wg.
modeli Markowa moze zostac zredukowany do postaci pojedynczej funkeji
typu ,stretched exponential#4 W istocie, projekeja wieloparametrycznego
procesu Markowa do przestrzeni o nizszej liczbie wymiarow (zmiennych)
prowadzi do efektu pami?ci. Podobnie, proces niemarkowowski moze zostac
zanurzony w wielowymiarowej przestrzeni pozwalgcej na rozwini?cie jgdra
pami?ci w szereg wazonych wkladow eksponencjalnych, ,,udajgcych4kinetyk?
markowowskg.

W cz?sci rozprawy poswi?conej transportowi jonow potasowych przez filtr
selektywny kanahi KcsA autor prezentuje model opisujgey dyfuzj? molekul
wody ijonow w obszarze segementu filtra w formalizmie pochlaniajgcych lan-
cuchow Markowa. Model ten przewiduje, ze w wyniku oddzialywan odpycha-
jgcych pomi?dzy sgsiednimi jonami potasowymi, skraca si? czas potrzebny do
opuszczenia obszaru filtra przez jon. Dodatkowo, pokazano, ze oddzialywania
typu jon-dipol pomi?dzy grupami karbonylowymi a jonami potasu istotnie
wptywajg na efektywnosc transportu jonow wyrazong liczbg krokow potrzeb-
nych do opuszczenia przez jon kanahi. Efektywnosc taka okazala si? niemono-
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toniczn” funkcj® oddziafywania: przy niskich wartosciach staiej dielektrycznej
lub duzych wartosciach momentow dipolowych efektywnosc transportu zna-
cz”co spada, zas maksymalne tempo transportu uzyskuje si? dla pewnej cha-
rakterystycznej wartosci staiej dielektrycznej.

W kolejnym podrozdziale przedstawiono dwa modele kinetyki bramkowania
kanalu BK, w ktorych dynamika konformacyjna bramki aktywacyjnej opisana
zostala jako dyskretny proces bl*dzenia przypadkowego. W analizowanych
modelach 1,2 allosteryczne oddzialywanie czujnikow na bramk? wprowadzone
jest do modelu jako dodatkowa stala sila dryfu nalozona na sit? pochodz”c” od
potencjalu przypisanego przestrzeni konformacyjnej. Powoduje ona stale
nachylenie potencjalu w kierunku konformacyjnych stanow otwartych (lub
zamkni?tych) kanalu, b~dz w kierunku punktu przejscia ze stanu otwartego do
stanu zamkni?tego. W oparciu o zaproponowane modele wygenerowano odpo-
wiednie przebiegi pr*dowe. Analiza statystyczna (badanie wykladnika Hursta
procesu sum cz?sciowych szeregu) wykazala wartosci wspolczynnika H na
poziomie 0.7-0.8, co swiadczy o fraktalnym charakterze przebiegu pr*dowego i
wyst?powaniu dtugiej pami?ci. Bardzo ciekawym i znaczcym wynikiem tego
rozdzialu jest takze analiza stosunku mas fluktuuj*cego otoczenia i bramki
aktywacyjnej, ktory w warunkach rownowagi termodynamicznej moze bye
wyrazony przez stosunek wspolczynnikow dyfuzji. Obserwacja ta tlumaczy,
dlaczego lokalna zmiana g?stosci kanalu w obr?bie bramki moze bye odpowie-
dzialna za pojawienie si? roznych skal czasowych ruchu bramki.

Ostatnia cz?sc pracy poswi?conajest modelowi transportu cz”steczek azotu i
tlenu przez blony magnetyczne uzywane do wzbogacania powietrza w tlen.
Stosuj*c model bl*dzenia przypadkowego w obecnosci staiej sily zewn?trznej
wysymulowano struktury granulek magnetycznych tworz~cych kanaly w
modelu blony polimerowej. Przeanalizowano zachowanie si? ukladu dla roz-
nych wielkosci granulek magnetycznych oraz dla roznych intensywnosci pola
magnetycznego. Ten aspekt modelu ma szczegolnie istotny charakter aplika-
cyjny (przewidywanie optymalnych warunkow rozdzialu tlenu i azotu w wa-
runkach technologicznych; udzial zjawiska agregacji azotu i tlenu w silnych
polach magnetycznych).

Rozprawa opatrzonajest wyczerpuj*c” bibliografi® i podsumowuj*cym
wyniki, rozdzialem koncowym.

Sposrod spostrzezonych bl?dow edytorskich i potkni?c o charakterze
merytorycznym, wymieni? ponizsze uwagi:

Prezentacja wynikow nie pozwalajednoznacznie stwierdzic udzialu (lub braku
udzialu) doktoranta w cz?sci przeprowadzonych eksperymentow. Adnotacja na
ten temat znajduje si? dopiero w sekeji 3.1 ina pocz*tku rozdzialu 4. W szcze-
golnosci, jesli autor rozprawy nie wykonywal pomiaru przenikalnosci powiet-
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rza, nie widz? powodu umieszczania w rozprawie np. sekcji 3.4 (nie wnosi
niczego istotnego do zagadnienia prezentowanego pozniej modelu).

Uklad pracy (pobiezne przedstawienie podejscia teoretycznego, podanie
wynikow doswiadczalnych dla trzech w.w. zagadnien, a nast?pnie kolejno
przedstawienie modeli i wynikow ich symulacji) nie sprzyja przejrzystosci;
wydaje si?, ze w podobnym schemacie (opis teoretyczny, wyniki doswiadczal-
ne, model) iatwiej byloby autorowi omowic kazde z badanych zagadnien

osobno.

Str.l 1 Ttumaczenie tekstu Howarda Bergajest niepoprawne: Zamiast ,,cz”stce
0 temperaturze absolutnej T mozna przypisac sredniq energi? kinetyczn”
wzgl?dem danej osi wynosz~cN kT/2“... powinno bye ,,cz"steczka poruszaj*ca
si? w temperaturze T ma sredni” energi? kinetyczn” przypadajgc” na stopien
swobody wynosz”c” kT/2  Inaczej: kT/2 jest sredni” energi” kinetyczn”®

przypadaj™ca na kazdy niezalezny kierunek ruchu cz”steczki.
Str. 16: po wzorze (29): dryfzamiast ,,dryfit“

W tekscie cz?sto pojawia si? termin ,,markowski“ zamiast ,,markowowski“.
(powinno bye: markowski od nazwiska Marko, markowowski od nazwiska
Markowa - vide np. Bulhakow i Bulhak)

Str.21 - 23: brak omowienia wtasnosci macierzy prawdopodobienstw przejscia
dla lancuchow Markowa, bl?dny wzor (55)

Str. 38: moment magnetyczny tlenu zawiera dwa rozne oznaczenia dla
magnetonu Bohra

Str. 74,75: brak opisu osi wykresu (srednia licznba krokow powinna bye liczbq
naturaln”)

Str. 72-74: schemat przejscia powinien bye zilustrowany przykladem (mozliwe
pozyejejonow potasu) w odniesieniu do tabel 5,6

Str. 95-96: wykresy 12 i 13 przedstawiaj” funkcj? przezywalnosci w stanie, tj.
S(t)=I-F(t), gdzie F(t) jest dystrybuant” rozkladu czasow pobytu w stanie. Nie
ma zatem uzasadnienia opis osi rz?dnej jako ,,probability density function4
(funkeja g?stosci prawdopodobienstwa, odpowiadaj*ca pochodnej S(t) ze
znakiem minus, pdf= -d(F(t))/dt).

Niezaleznie od powyzszych uwag, stwierdzam, ze rozprawajest wartosciowym
loryginalnym wkladem do analizy procesow kanalowych zachodz”cych w blo-
nach biologicznych i polimerowych membranach syntetycznych. Wyniki oraz
przewidywania modeli kinetycznych zaproponowanych przez doktoranta zosta-
ly porownane z badaniami eksperymentalnymi i opublikowane w renomowa-
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nych czasopismach znajdujgcych si? na tzw. liscie filadelfijskiej. Praca posia-
da dodatkowo znaczgcy walor aplikacyjny.

Podsumowuj”c uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa w pelni
odpowiada sformulowanym w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule (z
14 marca 2003 roku z pozniejszymi zmianami) wymogom odnoszgcym si? do
przygotowywanych prac doktorskich. Wnosz? zatem o dopuszczenie pana mgr
Krzysztofa Paweika do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Ewa Gudowska-Nowak
Instytut Fizyki im. M. Smoluchowskiego
Centrum Badania Ukladow Ztozonych im. M. Kaca

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie.
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