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Rozwoj technik medycznych i terapeutycznych stawia przed wspdlczesna medycyng
coraz to nowe wyzwania. Zakazenia grzybicze stanowia istotne powiklania w przypadku
nabytej lub indukowanej obnizonej odpornosci organizmu np. w wyniku chemioterapii czy
zabiegdw transplantacyjnych. Amfoterycyna B (AmB), nalezaca do grupy antybiotykow
polienowych stosowanych do leczenia grzybic, pomimo zaliczania jej do lekéw ratujacych
zycie, wykazuje zaréwno zadowalajaca aktywno$¢ farmakologiczng, jak i silne efekty
uboczne. Istotne, dla aktualnie prowadzonych badan dotyczacych poszukiwania lub
modyfikowania istniejacych form lekow, wydaje si¢ wyjasnienie mechanizmu dziatania AmB
na poziomie molekularnym.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Joanny Sagan byto okreslenie form agregacyjnych
tworzonych przez AmB oraz znalezienie parametréw umozliwiajacych ich identyfikacje
zarowno w Srodowisku wodnym oraz po wbudowaniu w warstwy lipidowe (w tym
zawierajace sterole). Badania ukierunkowane byly na zweryfikowanie hipotezy dotyczacej
tworzenia kanatow jonowych lub struktur ggbczastych przez rézne formy organizacyjne AmB
oraz stosowania bialka jako nos$nika leku. Badania prowadzono w roznych uktadach
modelowych, tj. rozpuszczalnikach organicznych, roztworach wodnych oraz liposomach
(matych (SUV) i gigantycznych (GUV) liposomach jednowarstwowych oraz
wielowarstwowych (MLV)).

Praca zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Wieslawa Gruszeckiego oraz dr.
Krzysztofa Tutaja jako promotora pomocniczego, w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, renomowanym w kraju i za granicg
osrodku badan biofizycznych.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma 124 strony, na ktoérych umieszczono 52 rysunki,

prezentujace schematy, wyniki pomiaréw i ich analize oraz 7 tabel. Uklad pracy jest typowy,



z zachowaniem odpowiednich proporcji pomiedzy czgscia teoretyczna i do$wiadczalng.
Cytowane pismiennictwo w rozprawie liczy 178 pozycji, w tym najnowsza z maja 2016 roku,
co wskazuje na biezace Sledzenie dostepnej literatury zwigzanej z tematyka rozprawy.

Rozdzial pierwszy (Przeglgd literatury) zredagowano na podstawie ok. 150 pozycji
literaturowych, w tym klasycznych opracowan Davydova (1964), Kashy (1963, 1965) i
Scheibe (1936). Ten imponujacy przeglad pismiennictwa $wiadczy o bardzo rzetelnym i
wszechstronnym przygotowaniu pani mgr Joanny Sagan w zakresie tematyki badan. W
rozdziale tym opisano infekcje grzybicze i stosowane leki oraz zebrano niezbedne informacje
z zakresu podstaw spektroskopii fluorescencyjnej i oddziatywan pomiedzy molekutami
tworzacymi struktury zagregowane. Ponadto, przeanalizowano dotychczas przeprowadzone
badania, ze szczegélnym  uwzglednieniem  wilasciwosci  fizykochemicznych i
spektroskopowych AmB oraz proponowanych modeli dotyczacych mechanizmu dziatania
leku i jego selektywnosci, zwigzanej z réznym powinowactwem do steroli wystepujgcych w
btonach komoérkowych. Autorka, omawiajgc whasciwosci spektroskopowe AmB, prezentuje
widma absorpcji, emisji fluorescencji (rys. 1.7, 1.8) oraz kolowego dichroizmu (1.9) w
DMSO i rozworach wodnych, ktore pozniej znajdujemy réwniez w czgsci doswiadczalne;j
(rozdzial 6). Zwyczajowo, w tego typu opracowaniu we wstepie literaturowym, przedstawia
sie raczej wyniki i teorie dotychczas opublikowane przez innych autorow.

Kolejne rozdzialy zawierajg sformutowana przez Autorke hipotezg badawcza i cel pracy
(rozdzialy 2 i 3). Troche niepotrzebne wydaje si¢ réznicowanie celéw i wprowadzenie
nastepujacych zwrotow ,,Glownym celem pracy byla weryfikacja centralnej hipotezy....”, a
dalej ,,Ponadto, przyjeto cele poboczne, umozliwiajace osiagnigcie celu zasadniczego....”.

Rozdziat czwarty Materialy i metody umozliwia zapoznanie si¢ ze stosowanymi W pracy
metodami badawczymi oraz istotnymi warunkami eksperymentalnymi. Na uznanie zastuguje
dobor odpowiednich metod wykorzystanych do charakteryzacji badanych probek. Do badan
zastosowano zarowno techniki standardowe (spektroskopie absorpcyjna (rowniez w Swietle
kolowo spolaryzowanym) i emisyjng) oraz zaawansowane (spektroskopi¢ anihilacji czasow
zycia pozytonu (PALS), czasowo rozdzielcza spektroskopi¢ czasow zycia fluorescencii,
mikroskopie obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM) oraz spektroskopie korelacji
fluorescencji (FCS) i obrazowania anizotropii fluorescencji).

W nastepnym rozdziale Preparatyka probek (rozdzial 5) znajdujemy opis metody
oczyszczania komercyjnie dostgpnej AmB z wykorzystaniem m.in. wysokosprawne]
chromatografii cieczowej oraz procesu formowania liposoméw i wprowadzania leku.

Ponadto, podano uzasadnienie wyboru odpowiednich ukladéw modelowych wykorzystanych



do weryfikacji zatozonych hipotez dotyczacych laczenia i transportu leku przez biatko oraz
sprawdzenia aktywnosci przeciwgrzybiczej komercyjnego preparatu AmB. Interesujace
wydaje si¢ w tym miejscu pytanie, co sprawiaja, ze sposréd dwoch podobnych zwigzkow
amfoterycyny A (CssH77NOj6) i B (C47H73NOy7), tylko AmB jest aktywnym lekiem
przeciwgrzybiczym?

Najwazniejsza czescig rozprawy jest rozdziat Wynmiki i dyskusja wynikéw (rozdziat 6)
obejmujacy rezultaty badan wilasnych wraz z interpretacjg. Kolejno, w odpowiednio
dobranych warunkach (DMSO i roztwory wodne o ré6znym pH), okreslono wiasciwosci i
parametry spektralne charakterystyczne dla monomeru, dimeru i tetrameru AmB. Na
podstawie wynikéw eksperymentalnych wspomaganych symulacjami wykorzystujgcymi
metody dynamiki molekularnej, zaproponowano modele dimeréw wodnych (réwnolegte) i
blonowych (antyrownolegle) oraz tetramerow. Pokazano takze, kinetyki formowania
tetrametrow oraz mozliwo$¢ tworzenia struktur porowatych w wyniku asocjacji dimerow
wodnych. Dalej, konsekwentnie w blonach lipidowych zbadano proces organizacji
molekularnej AmB oraz wnioskowano o tworzeniu si¢ tetrameréw z dimeréw blonowych.
Badania nie- i posiadajacych sterole (cholesterol lub ergosterol) liposoméw pozwolily na
oszacowanie rozktadu form AmB w blonach modelowych oraz wykazanie, ze organizacja
molekularna leku zalezy od rodzaju i ilosci steroli w btonie komorkowej. Uzyskane wyniki
potwierdzity mozliwos¢ oddziatywania AmB z blonami i tworzenia struktur gabko-
podobnych oraz kanatéow transmembranowych. Stosujac biatko surowicy wolowej (BSA)
wykazano, ze r6zna liczba molekuty AmB wiaze si¢ z BSA, a lek wbudowuje si¢ w blony w
postaci monomerdow i dimeréw. Zobrazowano takze wptyw AmB zawartej w komercyjnym
preparacie Fungizone na strukture Aspergillus niger. Zaawansowane eksperymenty opisane w
pracy doktorskiej mgr Joanny Sagan zostaly zaplanowanie i wykonane bardzo precyzyjnie, a
poprawna interpretacja wynikow dla probek biologicznych wymagata od Autorki
niewatpliwie duzego naktadu pracy oraz wiedzy z zakresu fizyki molekularnej, biofizyki i
biologii medycznej, ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter badan.

Rozprawa dostarcza bardzo wiele cennych informacji, a jednocze$nie nasuwa pewne
pytania/komentarze:

(1) Na rys. 6.4 obserwujemy we wszystkich badanych probkach sktadowg 0,350 ns, ktora

przypisano tetramerom w srodowisku wodnym, jak mozna wytlumaczy¢ jej obecnosé

w DSMO?



(2) Autorka napisala, ze ,,.Skladowa czasowa 80 ps pojawiata si¢ tylko i wylacznie w
srodowisku o pH 7, tj. PBS.” (s. 82). Jak wynika z rys. 6.4 skltadowa 80 ps
obserwujemy takze dla AmB w liposomach DPPC.

(3) Czy wyniki dla AmB inkubowanej 24 h w wodzie alkalizowanej do 12 pH (rys. 6.16¢)
mogag wskazywaé, ze nastgpila catkowita konwersja form dimerycznych w
tetrameryczne?

(4) Jak mozna wyjasni¢ réznicg zliczen (o rzad wielkosci) w liposomach GUV z 10% 1
30% zawartos$cig cholesterolu, odpowiednio, rys. 6.22 1 6.24?

Zaprezentowane i przedyskutowane w rozprawie wyniki mgr Joanny Sagan, doprowadzity
do konkluzji zebranych w rozdziale Wnioski. Przedstawione osiggniecia znajduja
udokumentowanie w przeprowadzonych przez Autorke badaniach wiasnych, sg wihasciwie
zinterpretowane i poparte odpowiednio cytowang literaturg. Za najbardziej interesujagce moim
zdaniem, uwazam:

(1) wykorzystanie czaséw zycia fluorescencji jako parametru pozwalajacego na

identyfikowanie ré6znych form spektralnych AmB,

(2) pokazanie, z2¢ AmB wbudowuje si¢ w plaszczyznie réwnoleglej i prostopadlej do
powierzchni membrany lipidowej, co wskazuje na mozliwe dwa mechanizmy
oddziatywania z btonami komérkowymi,

(3) zastosowanie biatka, ktore moze petnic role nosnika oraz hamowac tworzenie struktur
zagregowanych odpowiedzialnych za toksyczno$¢ leku; polaczenie biatka z AmB
pokazuje obiecujgcg alternatywe dla badan nad nowymi lekami o lepszym profilu
farmakologicznym i toksykologicznym.

Strona merytoryczna 1 metodologiczna rozprawy nie budzi, moim zdaniem, Zadnych
zastrzezen. Rozprawa jest opracowaniem wyjatkowo starannym pod wzglgedem redakcyjnym i
graficznym, co sprawia, ze czyta si¢ jg z przyjemnoscia. Z obowigzku recenzenta, mogtabym
zaproponowac nieliczne, drobne korekty, ktére wypisatam ponizej:

1. ogdlne uwagi: moze warto w opracowaniu zdecydowac si¢ na konsekwentne uzywanie
stowa ,,molekuty” lub ,,czasteczki; w spisie literatury obowigzujacy skrot stowa ,,strony”
to .,.s.”, anie,,ss”,

2. s. 6, publikacja ,,2. K. Tutaj et al. Journal of Photochemistry and Photobiology B 2015,

151, 83-88”, brakuje nazwiska autora korespondencyjnego ,,R. Luchowski”;

s. 38, w opisie wzoru 12 nie ma wyjasnienia dla symbolu A,

s. 63, nazwa rozdziatu ,,5.7. Asspergillus niger” powinno by¢ ,,Aspergillus niger”,

s. 78, podpis pod rys. 6.10 — ,,gwizdkami” a powinno by¢ ,,gwiazdkami”,

s. 79, linia 5, ,,W widmie.....widoczne jest w ogonie...” moze raczej ,,na zboczu”?

s. 80, opis Tabeli 6, ,,Udzial procentowy (liczony po intensywnosciach)...” moze ,,na

podstawie”,
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8. s. 102, linia 2/3, ,.(...lipidéw, wartos¢ anizotropii).”?
9. s.120,123, publikacje [107], [163] — brakuje petnych danych bibliograficznych.

Pani mgr Joanny Sagan jest wspotautorem czterech publikacji (w tym manuskryptu
ztozonego do druku) w  specjalistycznych czasopismach z listy JCR o znaczacych
wskaznikach imapct factor (The Journal of Physical Chemistry B (IF — 3,187), Journal of
Photochemistry and Photobiology B (IF — 3,035). Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine (IF — 5,671)). Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze Autorka rozprawy byta
stypendystka Fundacji na rzecz Nauki Polskiej i realizowata swoje badania w ramach
programu Team pt. ,,Molecular Spectroscopy for BioMedical Studies”. Stworzylo jej to
szerokie mozliwosci rozwoju naukowego, umozliwito pracg z wysokiej klasy specjalistami z
zakresu biologii medycznej i biofizyki molekularnej oraz pozwolito na prace w laboratorium
wyposazonym W Wwysokozaawansowang aparature. Zdobyte dos$wiadczenie wykorzystata
podczas badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, stosujgc m.in. techniki
pozwalajace na obrazowanie pojedynczych molekut. Na uznanie i wyrdznienie w rozprawie
pani mgr Joanny Sagan zastuguje, konsekwencja realizacji celéw pracy, szczegélowa
weryfikacja i zaawanasowana oraz wnikliwa analiza wynikéw. Na podstawie
sformutowanych perspektyw (rozdzial 8) mozna sadzi¢, ze Autorka jest dobrze przygotowana
i zdeterminowana do prowadzenia dalszej pracy naukowe;.

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera liczne, oryginalne 1
cenne z naukowego punktu widzenia wyniki badan, ktére wnosza wkiad do zrozumienia
mechanizmu dziatania amfoterycyny B na poziomie molekularnym oraz zaproponowania
nowej formulacji leku pozwalajacej na rozdzielenie jego farmakologiczne pozadanej 1
toksycznej aktywnosci.

Moim zdaniem, oceniana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania stawiane
przez ,.Ustawe o stopniach naukowych i tytule...” z 14 marca 2003 r. (z pdzniejszymi
zmianami), dlatego tez przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu Matematyki, Fizyki 1
Informatyki Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, wniosek o przyjecie moje]
rekomendacji i dopuszczenie jej Autorki, mgr Joanny Sagan do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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