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Instytut Fizyki Jadrowej PAN

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Sebastiana Janika zatytutowanej “Badania mechanizmoéw
molekularnych zwigzanych z aktywnosciqg biologiczng antybiotyku amfoterycyny B”
wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Wojciecha Grudzinskiego, prof. UMCS oraz
promotora pomocniczego dr Sylwii Staczek w Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskie] w
Lublinie.

Temat podjety przez Doktoranta wpisuje si¢ w bardzo wazny nurt naukowy z zakresu
biologii, biotechnologii, mikrobiologii a nawet medycyny. Infekcje grzybicze zabijaja
kazdego roku 1,7 mln os6b na calym $wiecie. Niestety zasieg grzybow i ich odporno$é na leki
przeciwgrzybicze zwigkszyly sie¢ podczas pandemii COVID-19. Problem poglebiaja skutki
zmian klimatu. Biorgc powyzsze pod uwage, badania nad mechanizmami molekularnymi
antybiotykdw przeciwgrzybiczych sa kluczowe dla skutecznego zwalczania infekcji
grzybiczych, ograniczania opornosci patogendéw 1 rozwijania nowych, bezpiecznych oraz
skutecznych lekow. Dlatego tez badania, ktéore Doktorant podjat w ramach swojej pracy
doktorskiej maja znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez aplikacyjne, co nalezy
podkresli¢ i pochwali¢. Wykorzystujac, z jednej strony, dobrze znany antybiotyk, z drugiej
strony jego immobilizacj¢ z nanoczastkami srebra (Ag NPs), Doktorant potaczyl wiedze
odkryta ponad 50 lat temu z najnowszymi trendami wykorzystania osiggni¢¢ nanotechnologii.
Ponadto, wykorzystujac techniki  spektroskopowe w potaczeniu z technikami
mikroskopowymi (wysokorozdzielczymi), Doktorant wpisat si¢ w nurt $wiatowej nauki, gdzie
spektroskopia ramanowska oraz mikroskopia sit atomowych wykorzystywane s3 coraz
czgsciej w badaniach oddzialywan lekéw z materig biologiczng. Co nalezy podkreslic,
rozwinigcie przedstawionych w ramach dysertacji badan, zostato docenione przez ekspertow
oceniajacych wnioski granowe finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Doktorant jest
laureatem konkursu PRELUDIUM 23), co stanowi kolejny argument przemawiajacy za tym,

ze podjety temat jest bardzo wazny 1 ciggle jeszcze mato poznany.
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Formalna ocena pracy

Recenzowana praca magistra Sebastiana Janika zostala opracowana zgodnie z og6lnie
przyjetymi zasadami dla prac doktorskich ze zbioru publikacji. Praca sktada si¢ tacznie z 60-
ciu stron oraz dotagczonych dwoch publikacji naukowych. Pierwsze 22 strony stanowig czes¢
wprowadzajaca, gdzie Doktorant przedstawia motywacje podjetych badan, zakres prac oraz
wprowadzenie do tematu dysertacji. Kolejne 10 stron stanowi opis metod eksperymentalnych.
Szkoda, ze opis ten jest ogélny, nie znajdujemy w nim informacji do czego doktadnie dana
metoda eksperymentalna zostata wykorzystana w badaniach i jaki problem badawczy
pomogta rozwigzaé. Kolejne 8 stron to bardzo zwiezly opis publikacji naukowych
stanowigcych glowna czegs$¢ dysertacji.

Dysertacja oparta jest na 2 pracach eksperymentalnych: “Amphotericin B-Silver
Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological Activity of the Antibiotic:
Disintegration of Cell Membranes” oraz “How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter
Membranes and What Does It Do There?”. Nalezy podkresli¢, ze w obu pracach Doktorant
jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jego bardzo duzym wkladzie w powstanie
zalaczonych publikacji. Ponadto, wklad ten =zostal potwierdzony o$wiadczeniami
wspotautorow, ktore mozemy znalez¢ w koncowej czg$¢ dysertacji. Artykuty opublikowane
zostaly w czasopismach naukowych (kolejno): Molecules oraz The Journal of Physical
Chemistry Letters, o tagcznym wspotczynniku wpltywu Impact Factor (IF) réwnym 9.00.
Warto znznaczy¢, ze praca How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and
What Does It Do There? zostata doceniona przez Edytora i jedna z grafik stanowi oktadke
numeru czasopisma.

Cele niniejszej dysertacji zostaly podzielone na dwie czeSci. Pierwsza czes¢ stanowila
analiza oddziatywania hybrydowych nanoczastek amfoterycyny B ze srebrem (AmB-Ag) z
komorkami Candida albicans oraz analiza mechanizmu dzialania AmB-Ag na btony
komorkowe grzyboéw. Drugim celem natomiast byta analiza procesu wnikania AmB do
modelowych bton lipidowych zawierajacych ergosterol.

Dla osiaggnigcia pierwszego celu, Doktorant zsyntetyzowal nanoczastki AmB-Ag 0
Srednicy 7 nm, w ktorych to czastki amfoterycyny odgrywaty role zaréwno reduktora, jak
rowniez stabilizatora, w zwigzku z czym Doktorat w rzeczywistosci badat wptyw ukladu
AmB-Ag, nie natomiast uktadu, w sktad ktorego wchodzily inne reagenty, co skutkowatoby

niepewnoscia, czy dany efekt pochodzi tylko od badanego uktadu, czy tez od interakcji uktad-
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reagent badz od samego reagentu. Tak zaprojektowany uktad dowodzi o dojrzatosci naukowe;j
Doktoranta. Sam uktad oraz efekt grzybobdjczy badany byt za pomoca szeregu technik:
spektroskopia ramanowska, mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji, procent
przezywalnosci komorek grzyba C. albicans.

Natomiast drugi cel badan zostat zrealizowany za pomoca modelowych monowarstw
lipidowych zawierajacych lub niezawierajacych (kontrola) ergosterol. W badaniach tych
Doktorant wykorzystal mikroskopie¢ sit atomowych, mikroskopie obrazowania czasow zycia
fluorescencji. Wyniki otrzymanych badan zostaty opublikowane w dwoch eksperymentalnych
artykutach czasopism z listy filadelfijskiej. W kazdej z publikacji znalez¢ mozna wstep, jasno
okreslony cel, metodyke oraz wyniki wraz z dyskusja i wnioskami. W pracach tych wida¢

dociekliwo$¢ Doktoranta, jego umiejetnosci zarowno manualne, jak i analityczne.

Po przeczytaniu calosci nasuwa mi sie jednak kilka uwag oraz pytan, na ktorych udzielenie

odpowiedzi prositabym Doktoranta podczas publicznej obrony pracy doktorskiej:

Praca ,,Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes”:

1. W referencji 10, ktorag Doktorant podaje jako wyj$ciowa dla metody otrzymania uktadu
AmB-Ag, w sekcji metody dotyczacej syntezy w/w uktadu jest wyraznie napisane, ze czastki
AmB przed “zmieszaniem” z roztworem AgNO3 byly zawieszone w mieszaninie 2-propalol-
woda z dodatkiem KOH. Czy wytworzony finalny uktad AmB-Ag byt nastepnie oczyszczany
przed wykonaniem badah mikrobiologicznych? Jesli tak, czy zostala zbadana czystosé
uktadu? Ma to kluczowe znaczenie dla prawidtowosci wnioskow.

2. Rycina 9 przedstawia widma ramanowskie dla pojedynczych elementow ukladow
modelowych. Czy w przypadku uktadu GUV (DMPC) nanoczastki AmB-Ag oraz GUV
(DMPC+Ergosterol) Nanoczastki AmB-Ag uzyto takiego samego st¢zenia AmB-Ag? Z czego
wynikaja tak duze rownice w intensywnosci 1 jakie zjawisko obserwowane jest dla w/w
widm?

3. Rycina 10 (Figura S3 artykule) przedstawia widma ramanowskie dla AmB oraz AmB-Ag
wraz z widmem réznicowym. Zauwazono przesunigcia ramanowskie na widmach AmB-Ag
w strone nizszych wartoéci oraz brak pasma przy okoto 1450 cm™. Doktorant jednak nie
wytlumaczyt czym te roznice sg spowodowane. Analiza tych widm ramanowskich moze mie¢

kluczowa role dla zrozumienia mechanizmu wzrostu aktywnoS$ci przeciwgrzybiczej AmB-Ag
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w stosunku do AmB? Czy zmianie ulegla konformacja AmB podczas procesu tworzenia
AmB-Ag? Prositabym Doktoranta o przestawianie analizy oraz interpretacji w/w ryciny
podczas publicznej obrony.

4. Doktorant wykorzystat do otrzymania widm ramanowskich falg elektromagnetyczng o
dhugosci 458 nm? Skad dobor takiej dlugosci fali elektromagnetycznej?

5. Czy nie mial Doktorant probleméw z pomiarami ukladu biologicznego za pomoca fali
elektromagnetycznej o dtugosci 458 nm?

6. W zastosowaniach aplikacyjnych nowych systeméw leczniczych bardzo wazna jest ich
stabilno$¢. Czy doktorant wie jaka jest stabilno$¢ termiczna i czasowa badanego uktadu? Jesli
takie badania nie byly przeprowadzone, jakich technik Doktorant by uzyl, aby otrzymac¢ dane

mogace zweryfikowac stabilno$§¢?

Praca “How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do
There?”:

7. Brak sekcji w metodyce dotyczacej modelowania molekularnego pozwala mi stwierdzi¢, ze
Figura 4 jest to interpretacja wykonana na podstawie wynikow eksperymentalnych. Mysle, ze
modelowanie molekularne z pewnoscia byloby warto$cia dodang w t¢ prace, gdyz
pozwolitoby sprawdzi¢ inne mozliwe mechanizmy oddzialywania AmB z btong. Czy

Doktorant ma w planie wykona¢ obliczenia teoretyczne dla badanego uktadu?

Na koniec chciatabym podkresli¢ catoksztatt pracy Doktoranta. Oprocz dorobku
zwigzanego bezposrednio z tematyka pracy doktorskiej (2 prace o tacznym IF = 9.00), Pan
mgr Sebastan Janik jest wspotautorem réwniez jednej, innej pracy, ktora rowniez zwigzana
jest z tematem dysertacji. Ponadto, na ostatnich stronach dysertacji mozna znalez¢ informacje
0 udziale Doktoranta w licznych konferencjach, w tym rowniez migdzynarodowych.
Doktorant bierze rowniez czynny udziat w popularyzacji nauki. Byt réwniez wykonawca w
dwoéch grantach finansowanych przez Narodowe centrum Nauki, a od niedawna, jak zostato
wspominane we wstepnie recenzji, jest kierownikiem projektu PRELUDIUM 23.

Podsumowujac, stwierdzam, Ze tre$¢ recenzowane] pracy odpowiada tytutowi, a
sposob jej zredagowania oceniam jako bardzo dobry. Badania przeprowadzone przez
Doktoranta stanowig nowoczesny i oryginalny wkiad w rozwdj szeroko pojetych nauk

biologicznych. Doktorant wykazata si¢ odpowiednig wiedzg teoretyczng oraz posiadaniem
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umiejetnosci do samodzielnego prowadzenia eksperymentéw naukowych i prawidlowego
interpretowania wynikow. W mojej opinii, przedstawiong prac¢ doktorska nalezy oceni¢
wysoko. Wobec szerokiego zakresu prezentowanych badan 1 bardzo warto§ciowych wynikow,
ktore zostaty opublikowane w czasopismach naukowych, przedstawione powyzej krytyczne
uwagi w zaden sposob nie umniejszaja wartosci calej pracy i nie majg istotnego znaczenia dla

mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej Pana mgr Sebastania Janika.

Whniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Sebastania Janika zatytulowana
wBadania mechanizmow molekularnych zwigzanych z aktywnoscig biologiczng antybiotyku
amfoterycyny B " spelnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane kandydatom w ustawie z
dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z
pézn.zm). Na tej podstawie wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
UMCS w Lublinie o dopuszczenie Pana mgr Sebastania Janika do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, bioragc pod uwage wysoka jakos$
wykonanych badan, dociekliwos¢ Doktoranta, doglebne przedstawienie otrzymanych
wynikow, a przede wszystkim niezwykle wazny podjety temat, wnioskuj¢ o wyrdznienie

przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej.
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