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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Greli

Mechanizmy molekularne zwigzane z toksycznoscig amfoterycyny B w Swietle
badan mikrospektroskopowych

Amfoterycyna B ijej niektdre pochodne zalicza sie od lat do bardzo waznych antybiotykdw polienowych
ratujacych zycie w przypadkach wewnatrzustrojowych zakazen grzybiczych. Mimo postepu w pracach
nad zrozumieniem z jednej strony mechanizmu dziatania terapeutycznego tego antybiotyku a z drugiej
jego toksycznoscig stan wiedzy na ten temat jest niepetny i wymagajacy dalszych intensywnych badan.
Uzasadnieniem dla tych badan sg nie tylko wzgledy poznawcze i medyczne ale moze przede wszystkim
spoteczne ze wzgledu na bardzo duza skale powikfarh w postaci zakazen grzybiczych w procesie leczenia

cigzkich chordb cywilizacyjnych.

Badanie odddziatywarn miedzy Amfoterycyng B w réznych postaciach molekularnych (zagregowanych
lub niezagregowanych) ze $cianami i btonami komoérkowymi a takie sposobow dostarczania i
dawkowania leku ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia terapeutycznego i toksycznego dziatania leku
i umotzliwia $wiadome prace nad korzystnym przesunieciem relacji tych dwdch aspektéw w strone

dziatania terapeutycznego badz to samej Amfoterycyny B bad? jej nowych pochodnych.




‘Praca doktorska Pani mgr Ewy Greli przynalezy do tej niezwykle istotnej opisanej powyzej grupy prac
badawczych 2z podkredleniem szczegdlnej roli mechanizmdéw molekularnych  warunkujgeych

toksycznos$¢ Amfoterycyny B.

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Greli stanowi samodzielne, typowo dla doktoratéw zbudowane
dzieto autorskie. Doswiadczalny rdzen pracy oparty zostat na czierech opublikewanych w bardzo
wysoko cenionych czasopismach pracach wspdtauterskich (2 prace w Scientific Reports | po jednej w
Cellular and Molecular Life Sciences oraz w Molecular Pharm.} . W trzech z nich Doktorantka jest
pierwszg autorka a w jednej druga autorka, co pozwala stwierdzié, ze jej wktad w powstanie tych prac
byt decydujacy a co za tym idzie i sama rozprawa oparta jest o wypracowane przez nig wyniki i warsztat
naukowy. Sama rozprawa miesci sie na 110 stronach a jej ukiad formalny tworzg rozbudowany wstep,
osobno zarysowane cele pracy, sekcja eksperymentalna, wyniki z dyskusjg, wnioski koncowe,

perspektywy badawcze oraz cytowana literatura liczgca 153 pozycje.

Wstep zawiera autorsko dobrany przeglad najistetniejszych informacji dotyczacych grzybic ulktadowych
[ stosowanych farmaceutykdw ze szczegdlnym uwzglednieniem Amfoterycyny B, jej struktury
molekularnej, uprzednio poznanych witasnosci fizykochemicznych , wilasnosci spektroskopowych w tym
zwigzanych z tworzeniem agregatdw oraz synteze dotychczasowe] wiedzy i hipotez naukowych o
réznych mechanizmach molekularnych dziatania Amfoterycyny B. Ponadto cze$¢ wstepna pracy zawiera
informacje ogdlne o metodach badawczych, gidwnie technikach spektroskopowych w zakresie UV-VIS
przy wzbudzeniu ciagglym oraz impulsowym wykorzystywanych w pracy oraz w ostatniej czesci wstepu
przeglad wiedzy o sposobach badan i modelach agregacji w dos$¢ ogdlnie nazwanym podrozdziale
,0ddzialywania molekularne”. Te czesé pracy czyta sie dobrze, selekcje materiatu nalezy uznaé za
prawidtowa i w petni skorelowang z dalszg czescig pracy. Bardzo podoba mi sie tez strona estetyczna

pracy zawierajgca przejrzysta i dobrze opisang grafike.

W rozdziale tym znalaztem zaledwie kilka drobnych niedociggnie¢ o charakterze redakcyjnym i kilka
innych zwigzanych z brakiem precyzji. Z obowigzku Recenzenta wymienie niektére: Str. 22 ,pomiar
czgsteczki” zamiast pomiar konkretnej wiasnosci czgsteczki, str.31, zamiast ,przestrzenne
rozmieszczenie” lepiej uzywaé pojecia ,przestrzenny rozkiad”. Na stronie 31/32 znaleié tez mozna
nieuprawnione uogdlnienie dotyczgce braku zaleznosci czasu zycia fluorescencji od stezenia
{fluoroforu}. Jest to prawds tylko w zakresie stezen, w ktérym nie tworzg sie agregaty odgrywajace

zwylkle role putapek (akceptorow) dla energii wzbudzenia.



Jako cel pracy Doktorantka jasno definiuje poznanie mechanizméw molekularnych
odpowiadajacych za toksyczne efekty Amfoterycyny B. Obranie tego celu zostaje nastgpnie
szczegdOtowo rozwiniete i uzasadnione. Doktorantka koncentruje sie zatem w swojej pracy na
poznaniu proceséw indukowanych wprowadzeniem Amfoterycyny B i majgcych miejsce zardwno
w komorkach grzybiczych jak i ludzkich. Cel ten Autorka pracy realizuje za pomocg wybranych
wysokoczutych technik spektroskopowych i mikroskopowych w domenie optycznej widma
elektromagnetycznego.  Nalezy podkreslié, ze Doktorantka miata do dyspozycii spektrum
wyrafinowanych, bardzo czutych  instrumentdw charakteryzujgeych najlepsze laboratoria
europejskie. Ze wzgledu na to, ze instrumenty te przy odpowiedniej analizie danych pozwalajg
dostarczad istotnych informacji o strukturze i organizacji przestrzennej flugroforéw, bifon kemoérkowych
czy wickszych struktur biologicznych, wyb6r tych technik nalezy uznaé za w petni uzasadniony dla celéw
téj pracy. Rozdziat , Materiaty i metody” przynosi wiedze zardwno o technikach eksperymentalnych oraz
procedurach badawczych stuzgcych przygotowaniu badanych ukfadéw jak tez i Swiadczy o warsztacie
Ia_boratoryjnym Doktorantki. Wszystkie procedury badawcze opisane sa doktadnie, jasnym i
precyzyjnym jezykiem. Ani celowos$¢ procedur ani sposéb przygotowania uktadéw do badan nie budzg
moich najmniejszych zastrzezen. Z lektury tej wyniostem przedwiadczenie o wysckiej klasy warsztacie
doswiadczalnym Pani mgr Ewy Greli. Natomiast opis wykorzystanych technik badawczych wraz z
uzasadnieniem ich wyboru jest zardéwno klarowny jak i syntetyczny. Auforka hotduje tu cenionej przez
recenzenta zasadzie : minimum stow przy maksimum tresci. Wainym etycznym aspektem podanego
przez Doktorantke opisu jest takie opisanie z czyjej pomocy w niektdrych fragmentach swojej pracy
korzystata. W rozdziale tym oprécz kilku nieistotnych literdwek chciatbym zwroci¢ Doktorantce tylko
jedng uwage na dosé oczywistg omyltke bedaca prawdopodobnie wynikiem skrétu myslowego: na str.
40 w par. 3.2.3 czytamy: , .. szerokos¢ szczelin na drodze wzbudzenia oraz emisji fluorescencji
wynosita 5 nm” co ma prawdopodobnie odnosié sie do parametru szerokosci potéwkowej linii
wzbudzajacej | rozdzielczosci spektralnej w torze obserwacji uwarunkowanych szerokoscig szczelin

a nie fizycznej szerokosci samej szczeliny.

Najbardziej obszerny i najciekawszy rozdziat pracy: ,, Wyniki badai” charakteryzuje oddziatywania
Amfoterycyny B z komdrkami ludzkimi oraz grzybiczymi. Badania eksperymentalne rozpoczyna i
koficzy wniosek z waznego testu technicznego dotyczacego potencjalnego wplywu metod
optycznych na stabilnosé fizykochemiczng Amfoterycyny B. Autorka stwierdzita, Zze zastosowane
metody badawcze nie wplywaja istoinie na stabilno3¢ badanych uktadéw o czym Swiadcza niemal
hiezmienione po dtugim czasie widma absorpcji oraz niezaleznos¢ parametréw emisyjnych od

¢zasu naswietlania prébek | mocy Zrddta w zakresach niezbednych do prowadzenia pomiaréw.




Przeprowadzenie tych testow i przekonujacy raport z ich wynikdw $wiadczy o bardzo dobrze
przemyslanej strategii badawczej i duzej cdpowiedzialno$ci Doktorantki za jako$¢ prowadzonych

hadan.

Caty kluczowy rozdziat poswiecony uzyskanym wynikom przez Doktorantke jest przejrzysty na co
niebagatelny wptyw ma przemyslana organizacja badai: od zachowania antybiotyku w $rodowisku
wodnym gdzie Amfoterycyna B wyraZznie silniej agreguje, nastepnie w wydobyciu rdéinic w
organizacji molekularnej przy jej oddziatywaniu z modelowymi blonami lipidowymi a skofczywszy

na analizie oddziatywar Amfoterycyny B z ludzkimi liniami kemdrkowymi i komdrkami grzybiczymi.

Za szczegdlnie wartosciowe we wezesniejszej czesci rozdziatu 4 uwazam badania nad orientacja
przestrzenng i lokalizacja molekut antybiotyku w modelowych membranach lipidowych wskazu-
iacych jednoznacznie na ich wysoka mobilnosé orientacyjng oznaczajacg dalej dosé swobodng lo-
kalizacje czgsteczek leku na powierzchni membrany. Sytuacja ta ulega wyraZnej zmianie pod wpty-
wem obecnosci steroli w badanym ukfadzie, ktéra indukuje inkorporacje niewielkich agregatow
{prawdopodobnie dimerdw lub tetramerdw) Amfoterycyny B w membrane biologiczng. Spektaku-
larnie nie tylko tu ale i w catej pracy prezentuja sie zwiaszcza badania metoda FLIM w Swietle
liniowo spolaryzowanym. Obecnos¢ steroli wptywa wyraZnie na wiele innych waznych wynikow
eksperymentalnych przedstawionych w pracy, chaocby na zmiany amplitud czasow Zycia fluore-
scencji wskutek zaindukowanej obecnoécig steroli redystrybucji organizacyjnej molekut antybio-
tyku czy w przypadku ergosterolu na tworzenie agregatdéw wyiszego rzedu. Co istotne wnioski
Dokiorantki zostaty potwierdzone i uzupetnione obliczeniami w zakresie budowy 1 struktury agre-
gatdéw a takze tworzenia kompleksdw amfoterycyny B ze sterolami (obliczenia metodami dynamiki
molekularnej). Jest to niezwykle istotne majgc na uwadze wezeéniej juz formutowane i weryfiko-
wane hipotezy badawcze, w mysl ktérych obecnosé agregatow wyzszego rzedu czasteczek Amfo-
terycyny B jak np. tetramerdw wigze sie z dziataniem biologicznym tego antybiotyku. Autorka na
podstawie uzyskanych wynikéw z udziatem cholesterolu sformutowata istotny i ciekawy wniosek
co do prawdopodobnego mechanizmu toksycznosci Amfoterycyny B, ktéry zwigzany jest z wymu-
szonym przez nig przemieszczeniem czasteczek sterclu w membranie biclogicznej.

Z kolei na podstawie przeprowadzonych badan nad oddziatywaniem Amfoterycyny B na ludz-
kie linie komoérkowe Autorka sformutowata sporo dalszych szczegétowych wnioskéw dotycza-
cych toksycznosci antybiotyku. Istotnym wnioskiem z badan w tej czeéci pracy jest z pewnoscia

stwierdzenie, ze to agregaty antybiotyku odpowiadajg za jego toksyczne dziatanie na ludzkie



komdrki. Wniosek ten jest spdjny z innymi badaniami prowadzonymi zaréwno przez dokto-
rantke jak i innych autoréw w membranach biologicznych. Ponadto toksycznosé Amfotery-
cyny B zaréwno w stosunku do prawidtowych jak i zmienionych nowotworowo komorek jest
wysoka, przy czym w stosunku do komérek zdrowych jest ona niestety nawet nieco wyisza.
W dodatku Autorka zaobserwowata i zilustrowata mechanizm cbronny obu typow komodrek,
w ramach ktdrego czasteczki antybiotyku sg wypierane z obszaru membrany w formie egzo-
soméw. Bardzo ciekawe sg wyniki badan aktywnosci | oddzialywania Amfoterycyny B z ko-
moérkami zawierajgcymi aktywne badZ nieaktywne transportery lipidowe leku uzyskane po-
przez pomiary widm fluorescenciji oraz czasow jej zycia. W komérkach z nieaktywnym trans-
porterem lipidowym ABCA1 zmiany w widmach emisji wskazujg na tworzenie agregatow w
membranie. O agregacji molekut leku $wiadcza tez skrdcone wyraznie $rednie czasy zycia flu-
orescencji w membranach komdérek MMG. Autorka pokazata, ze Amfoterycyna B lepiej wnika
w membrane w obecnosci cholesterolu tworzac w niej agregaty petnigce rolg kanatéw jono-
wych.

Warto jeszcze kilka stéw poswieci¢ oddziatywaniu Amfoterycyny B z komérkami grzybiczymi.
Uzyskane metodg FLIM wyniki obrazowania rozktadu srednich czaséw zycia fluorescencji su-
geruja tworzenie sie niewielkich agregatéw Amfoterycyny B. Jednoczesnie bazujgc na uzyska-
nych wynikach mozna wnioskowa¢, ze Amfoterycyna B jest w stanie dostac sie do btony ko-
morkowej tych komorek C. albicans , ktére sg dopiero w fazie pgczkowania, w innych przypad-
kach sciana komorkowa stanowi zapore przed dziataniem: czgsteczek leku.

Praca Pani mgr Ewy Greli zawiera liczne dalsze wyniki i wnioski szczegétowe dotyczace przeja-
woéw biologicznej aktywnodci Amfoterycyny B. Zgromadzony zaséb wynikéw w pracy z pew-
nodcig moze postuzy¢ opublikowaniu kilku dalszych ciekawych publikacji. Mozna odniesé wra-
zenie, ze sumg przedstawionych w pracy wynikéw i ich analiza moZna by obdzieli¢ wigcej niz
jedng prace doktorskg. W dodatku rozdziat 6 pracy doktorskiej zatytutowany ,, Perspektywy
dalszych badan — obnizenie toksycznosci Amfoterycyny B” to w zasadzie kilkunastostronicowy
dobrze udokumentowany wynikami wstepnymi konkretny i Swietnie przemyslany plan badaw-
czy na porzadny projekt naukowy. Wszystko to sprawia, ze odnosi sie wrazenie iz ta wazina
tematyka ma wcia? najlepsze momenty przed soba a mozliwe kierunki jej rozwoju wskazane

przez doktorantke wydaja sie bardzo prawdopodobne.




W toku lektury wynikéw zwrécitem jeszcze uwage na kilka drobiazgéw i chciatbym poprosic¢

Doktorantke o stosowny komentarz:

1) Str. 54 —rysunki 4.5-4.7. Z czego wynikajg rozne wielkosci niepewnosci pomiarowych
dla porownywalnych amplitud wielkosci na tych rysunkach?
2) Str.75—rys. 4.25 — Jaka jest rzeczywista liczba zliczern fotondéw w maksimum krzywej

zaniku fluorescenc;ji?

3) Co doktorantka sadzi o wykonaniu w przysztoéci systematycznych badari wigzania amfote-
rycyny B takze z ludzkim biatkiem transportujgcym ? Czy z uwagi na wysokie podobiefistwo
BSA i HSA mozna sie w ogdle spodziewac jakichs ciekawych i odmiennych wnioskéw co do np.

mechanizmu dostarczania leku?

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Greli zawiera
liczne cenne i nowatorskie wyniki naukowe uzyskane przy niebagatelnym udziale wyrafinowanych
technik spektroskopowych. Praca ma charakter interdyscyplinarny, korzysta z eksperymentalnych
metod fizyki i biofizyki, obliczert chemii kwantowej zas ciezar naukowy pracy lokuje sie w dyscyplinie
nauk biologicznych. Recenzowana praca doktorska w sposdb znaczny i przekonujacy pogtebia wiedze
o mechanizmach molekularnych oddziatywania i biologicznej aktywnosci Amfoterycyny B z

modelowymi btonami biologicznymi, ludzkimi liniami komoérkowymi i komorkami grzybiczymi.

W szczegdlnodci Doktorantka przedstawita spdjny obraz mechanizmu toksycznego dziatania
antybiotyku i zaproponowata kierunek badan majacy na celu obnizenie toksycznosci antybiotyku. Moze
to doprowadzic¢ do stworzenia bioaktywnych nanomateriatéw zawierajgcych aktywne terapeutycznie i

mniej toksyczne leki oparte o Amfoterycyne B.

Rozprawa Pani mgr Ewy Greli spetnia z nawigzka ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane pracom
doktorskim. Drobne uwagi nie s3 istotne dla mojej bardzo wysokiej oceny tej pracy a pytania wynikajg
z ciekawosci badawczej. Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Ewy Greli do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie bardzo wysoka wartos¢ merytoryczna uzyskanych wynikéw naukowych i ich gleboka
analiza oraz wszechstronny warsztat naukowy Doktorantki uzasadniajg w moim przekonaniu ztozenie

wniosku o wyrdznienie pracy.

P fo jota,



