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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Sagan

,Badanie samoorganizacji antybiotyku polienowego Amfoterycyny B metodami spektroskopii

molekularnej”

Badania nad mechanizmami molekularnymi dziatania lekéw przeciwgrzybiczych zaliczajg sie obecnie
do najistotniejszych nurtéw badan zaréwno ze wzgledéw poznawczych, aplikacyjnych jak i
spotecznych. Umozliwiajg one bowiem z jednej strony zrozumienie zasady dziatania danego leku i
sposobu jego dostarczania do danego miejsca organizmu na poziomie molekularnym, z drugiej za$
strony pozwalajg bardziej Swiadomie projektowac leki nowej generacji — bardziej skuteczne, mniej
toksyczne i tansze — wyczekiwane w zwigzku z masowym rozwojem w ostatnich dekadach ciezkich

powikfan w dtugotrwatym leczeniu powaznych choréb cywilizacyjnych.

Mechanizmy molekularne , o ktérych mowa, sg uwarunkowane nie tylko budowg chemiczng
czasteczek leku ale tez m.in. sposobem ich oddziatywania z btonami komdrkowymi, sposobem ich
dostarczania i uwalniania oraz forma organizacji molekularnej czasteczek leku odpowiedzialnej za

dziatanie terapeutyczne czy skutki uboczne.

Amfoterycyna B i niektére jej pochodne zaliczajg sie do bardzo waznej grupy antybiotykéw
polienowych ratujgcych zycie i zdrowie oséb chorujgcych na ostre grzybice. Mimo licznych badan nad

mechanizmami dziatania tego leku zaréwno leczniczymi jak i cytotoksycznymi pozostajg one wcigz nie



do konca jasne. Do takiego wtanie waznego i aktualnego nurtu prac nad podstawami dziatania

Amfoterycyny B i pokrewnych lekdw zalicza sie rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Sagan.

Omawiana praca doktorska ma charakter klasycznej rozprawy. Praca jest raczej zwarta a jej
konstrukcja formalna nie rézni sie zbytnio od innych rozpraw doktorskich. Po ciekawie zarysowanym
przegladzie aktualnego stanu badari Autorka przedstawia cele i hipotezy badawcze, po ktérych
nastepuja oméwienie warsztatu i procedur laboratoryjnych, aparaturowych i to co najwazniejsze,
czyli wiasne oryginalne wyniki badawcze wraz z ich analiza. Pracg koriczy zestaw najwazniejszych

konkluzji oraz obszerny spis literatury liczacy 178 pozycji.

Metody spektroskopii molekularnej a szczegdlnie metody absorpcyjne i luminescencyjne przy
wzbudzeniu ciggtym oraz impulsowym dostarczajg bardzo cennych informacji o strukturze i
organizacji przestrzennej emitujgcych indywidudw, zatem wybor tych technik jako wiodacych w tej
pracy nalezy uznaé za wiasciwy i dobrze przemyélany. Sposob przedstawienia przez Doktorantke
metodologii pracy doéwiadczalnej i preparatyki badanych uktadéw $wiadczy o dobrej, bardzo solidnej

jakoéci pracy laboratoryjnej doktorantki.

Amfoterycyna B moze wystepowac w réznych formach molekularnych: w postaci niezagregowanej
(monomerowej), dimerowej czy tetramerowej. Okazuje sie, ze forma molekularna, w ktorej
zorganizowane sa molekuty tego antybiotyku w $rodowiskach biologicznych moze mie¢ silny wptyw

zaréwno na efekty terapeutyczne jak i toksyczne dziatanie tego leku.

Cenne informacje o réznych formach molekularnych Amfoterycyny B Doktorantka pozyskata dzigki
pomiarom zanikéw natezenia fluorescencji i wyliczonym na ich podstawie $rednim czasom zycia
fluorescencji. Analiza numeryczna przeprowadzonych pomiaréw z catg pewnosécig nie jest trywialna.
Jednak zatozenia przyjete przez Doktorantke podczas systematycznych obliczer prowadzonych przy
réznych parametrach sg sensowne i dowodza, ze Amfoterycyna B moze wystepowac w formie
monomerdw, dimerédw réwnolegtych (formujgcych sie typowo w srodowisku wodnym),
antyréwnolegtych (formujacych sie typowo w membranach) oraz tetramerdw powstajgcych z par
dimeréw. Bardzo wazne w tym ostatnim kontekscie sg wyniki pomiaréw technika korelacji
fluorescencji, ktére wskazujg na samorzutny sposéb formowania sig agregatéw z mniejszych

jednostek, przy czym ostatnim ogniwem tej reakcji jest powstawanie tetrameréw z par dimerow.

Ciekawych informacji o oddziatywaniu Amfoterycyny B z membranami lipidowymi dostarczajg rézne
fluorescencyjne metody obrazowania probek wykorzystane w pracy. Kilka cieptych stow warto
poswieci¢ zwtaszcza wynikom uzyskanym raczej niestandardowqg metodg mikroskopowego

obrazowania anizotropii emisji. Doktorantka trafnie wykorzystata bardzo duza wrazliwos$¢ anizotropii



emisji na molekularne efekty orientacyjne. W wyniku tego udato sig okreéli¢ dwa odmienne sposoby
wbudowywania sie Amfoterycyny B w membrane (réwnolegle i prostopadle do powierzchni
membrany), gdyz réznie wbudowane indywidua odznaczajq sie inng sktonnoscig do ograniczonych
ruchdéw obrotowych, co przekfada sie na wartosci anizotropii emisji. Generalnie analiza wynikéw
uzyskanych ta metoda pozwala na sformutowanie jednego z kluczowych wnioskéw pracy o mieszanym
mechanizmie oddziatywania Amfoterycyny B z membranami biologicznymi (gromadzenie sie tzw.
gabek molekularnych amfoterycyny B przy powierzchniach bton oraz formowanie kanatow
transmembranowych z tetramerdw tej molekuty). Wniosek ten uwazam za w petni wiarygodny i
bardzo wazny z punktu widzenia badania mechanizméw molekularnych dziatania tego leku. Z kolei
obrazowanie czaséw zycia fluorescencji (FLIM) i obrazowanie samego rozktadu natezen fluorescencji
w prébkach wnosi wazng informacje o dostarczaniu Amfoterycyny B do membran lipidowych za
posrednictwem biatek transportujgcych. W pracy wykorzystano zapewne z powodéw ekonomicznych
gtéwnie biatko BSA, zawsze przy tej okazji warto jednak prace wzbogaci¢ o ludzkie biatko
transportujgce (HSA). Dobrze, ze Doktorantka dostrzegta takg potrzebe na przysztosé¢ w koricowej
fazie doktoratu. Ostatni krdciutki rozdziat pracy poswiecony aktywnosci przeciwgrzybiczej
Amfoterycyny B jest raczej pozytywnym sygnatem co do sensownosci prowadzenia dalszych
systematycznych badan w tym zakresie. Zaprezentowane rozkfady anizotropii emisji w prébkach dla
kilku chwil czasu po aplikacji leku (do 90 minut) $wiadczg o jego wptywie na strukture grzybni. Wydaje
sie jednak, ze sg potrzebne systematyczne badania w tym kontekscie i ze wymagatyby one m.in.

znacznego wydtuzenia czasu oddziatywania leku na grzybnie zapewne do kilku tygodni lub dtuze;j.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaty juz w duzej czesci czesci opublikowane w czterech pracach
wspotautorskich. W jednej z nich Pani mgr J. Sagan jest pierwszg autorka. Wszystkie prace
opublikowano w bardzo dobrych czasopismach naukowych jak J. Phys.Chem. B, J.
Photochem.Photobiol B czy Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine czy wreszcie w
bardzo prestizowym Scientific Reports, co tez Swiadczy o wysokiej wadze prowadzonych badan. Z
poréwnania zawartosci tych prac i rozprawy wydaje sie, ze powinny powsta¢ na podstawie zebranego
materiatu jeszcze dalsze prace. Poréwnanie tresci pracy i publikacji $wiadczy tez o istotnej roli

doktorantki w przygotowaniu materiatu do dotychczas opublikowanych prac.

W przedstawionej pracy doktorskiej dostrzegtem tez troche drobnych btedéw o charakterze pisarskim
i jezykowym, ktére pomine jako trywialne i kilka niescistosci. Lektura pracy nasuwa tez jak zwykle

pewne pytania.



Str. 52 — pierwsze zdanie od gory jest niezbyt szczesciwie skonstruowane — rozumiem, ze Autorce
chodzi o okreslenie, ze najlepsza czutosé (i optymalne warunki pomiarowe) detektor posiada przy

napieciu 900 V.
Str.55 — opis warunkéw pomiaréw czasowo-rozdzielczych w ukfadzie mikroskopu konfokalnego:

Opis jest nieco nieprecyzyjny — powinno byé -, szeroko$¢ potéwkowa impusu” a nie szerokos¢
impulsu réwna 52 ps. Co Autorka rozumie przez rozdzielczos¢ czasowg 16 ps ? Czy chodzi o szerokos¢
kanatu w metodzie TCSPC czy minimalny czas zaniku fluorescencji jaki mozna sensownie okresli¢ z

pomiaréw? Dalej - czas odpowiedzi aparatury 300 ps — prosze o komentarz w tym samym kontekscie.

Str.56 — nieécistosci (ktére w danym kontekscie nie prowadzg do nieporozumien) w rodzaju: - ,pomiar

pojedynczych czasteczek” czy ,pomiar spektroskopii korelacji fluorescencji”

Pytanie do obrazowania anizotropii emisji - czy pomiar obu sktadowych natezenia swiatta byt
prowadzony jednoczesnie, czy w tym samy oknie czasowym dla obu detektoréw rejestrujacych obie

sktadowe czy jak to zwykle bywa dla kazdej sktadowej oddzielnie? Jaki jest bfad tego pomiaru?
Str.68 — zamiast intensywnosc lepiej po polsku pisaé natezenie Swiatta.

Na tej samej stronie - mozna sie zastanawia¢ czy nie warto by wrdci¢ do pomiaru zaniku natezenia
fluorescencji przy wykorzystaniu lasera o znacznie krétszym FWHM impulsu. Pozwolito by to zapewne
okresli¢ doktadniej najkrétszg sktadowg czasowg. Obecnie znane jest tylko jej oszacowanie od gory

(<10 ps wg Doktorantki).

W pracy dokonano klasyfikacji réznych form amfoterycyny B na monomer, dimer i tetramer. Jest to
zgodne z innymi danymi literaturowymi i wcze$niejszymi obserwacjami i nie mam watpliwosci, ze jest
to prawda. Czy jednak mozna okreéli¢ przyczyne na poziomie molekularnym dla ktérej nie tworzg sie

trymery (np. z pofgczenia monomeru i dimeru)? Prositbym o krotki komentarz.

Str.91 — Niescistos¢ w sformutowaniu,, Dodatek 5% molowych AmB powoduje niewielki spadek

dimeréw...”

Komentarz — moim zdaniem warto bytoby w przysztosci wykona¢ systematyczne badanie wigzania
amfoterycyny B nie tylko z biatkiem BSA ale tez ludzkim biatkiem transportujgcym (HSA). Zapewne sg
to znacznie drozsze badania ale i wyniki moga nie$¢ pewng wartos$¢ dodang z punktu widzenia

mechanizmu dostarczania leku. Prositbym o krétki komentarz w tym kontekscie.



W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Sagan zawiera
istotne elementy nowosci naukowej, przede wszystkim pogtebia wiedze o mechanizmach
molekularnych oddziatywania amfoterycyny B z membranami biologicznymi. W szczegdlnosci w pracy
doktorantka przekonujgco udowodnita mieszany typ mechanizmu oddziatywania amfoterycyny B z
btonami lipidowymi. Wiedza ta powinna sie okazaé bardzo przydatna przy opracowywaniu lekéw
nowszej generacji bazujgcych na amfoterycynie B. Recenzowana rozprawa spetnia z nadwyzkg
wszelkie ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane pracom doktorskim. Poczynione przeze mnie
uwagi sg drobne i nie wptywaja istotnie na mojg wysoka ocene wartosci merytorycznej rozprawy.

Whnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Joanny Sagan do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wysoka wartos$¢ merytoryczna uzyskanych wynikéw naukowych i zaprezentowany w

pracy bardzo dobry warsztat naukowy skfaniajg mnie do ztozenia wniosku o wyrdznienie tej pracy
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doktorskie;j.



