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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr Sebastiana Janika
pt. ,Badania mechanizmdéw molekularnych zwigzanych
z aktywnoscig biologiczng antybiotyku amfoterycyny B (Study
of molecular mechanisms associated with the biological activity
of the antibiotic amphotericin B)"

wykonanej pod kierunkiem dra hab. Wojciecha Grudzinskiego,
prof. UMCS (Instytut Fizyki) oraz dr Sylwii Staczek (Instytut
Nauk Biologicznych) jako promotora pomocnhiczego.

Rozprawa opiera sie na dwdch spdjnych artykutach
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych,
znajdujacych sie na liscie JCR i wysoko punktowanych w oparciu
o listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Doktorant
jest pierwszym autorem obu prac:

7 Janik Sebastian, Grela Ewa, Staczek Sylwia, Zdybicka-
Barabas Agnieszka, Luchowski Rafat, Gruszecki Wiestaw Ignacy,
Grudzinski Wojciech. Amphotericin B-Silver Hybrid
Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological
Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes.
Molecules, 2023 Jun; 28(12):4687. doi:
10.3390/molecules28124687. Punkty MNiSW: 140 IF: 4.2

2 Janik Sebastian, Luchowski Rafat, Grela Ewa,
Grudzinski Wojciech, Gruszecki Wiestaw Ignacy. How Does the
Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It
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Do There? The Journal of Physical Chemistry Letters, 2024 Apr; 15(18):4823-
4827.doi: 10.1021/acs.jpclett.4c00496. Punkty MNiSW: 200 i IF: 4.8

Obie publikacje zawierajg uzupetnienie w formie ,Supporting information”.

Rozprawa posiada forme zszywki, w ktérej obie z wyzej wymienionych publikacji zostaty
szczegdtowo omowione.

Ponizsza recenzja zawiera ocene merytoryczng catosci pracy doktorskiej
z uwzglednieniem zgodnosci celu i tematu z osiggnigciami koricowymi, metod
badawczych, uzyskanych wynikéw oraz ich analizy czy doboru literatury.

Tematyka przedstawionej do recenzji rozprawy koncentruije sig na badaniu mechanizméw
dziatania amfoterycyny B (AmB), popularnego antybiotyku przeciwgrzybiczego, ze
szczegélnym uwzglednieniem jego oddziatywania na struktury bton komdrkowych.
Gtéwnym celem badar byto szczegétowe wyjasnienie molekularnych podstaw
aktywnosci AmB oraz analiza potencjatu przeciwgrzybowego hybrydowych nanoczgstek
AmB ze srebrem (AmB-Ag). Wykorzystujgc zaawansowane techniki spektroskopii
molekularnej i obrazowania, oraz spektroskopie ramanowska, poddano analizie interakcje
nanoczastek AmB-Ag z komdrkami grzyba Candida albicans. W badaniach wykazano, ze
nanoczastki AmB-Ag wykazujg wyjatkowo wysoka skutecznosé przeciwgrzybiczg przy
jednoczesnej niskiej toksycznosci dla badanych komérek. Kluczowym odkryciem byto
wykazanie, ze AmB wnika do bton lipidowych tylko w obecnosci ergosterolu, gtdwnego
sterolu bton komérkowych grzybéw. W btonach zawierajacych ergosterol, AmB tworzy
rézne struktury molekularne, w tym wewnatrzbtonowe skupiska o srednicy w zakresie od
20 do 50 nm oraz pory o srednicy okoto 15 nm. Badania wskazujg, ze AmB nie wystepuje
w btonach jako monomer, lecz przyjmuje bardziej ztozone formy organizacji molekularne;j,
w ktérych podstawowga jednostka sg dimery. Przedstawiona do oceny praca zawiera
szereg nowych informacji na temat molekularnego mechanizmu dziatania amfoterycyny
B, przede wszystkim wskazujac na role prmeabilizacji btony komdrkowej jako kluczowego
czynnika w jej aktywnosci przeciwgrzybiczej. Wykorzystanie nanoczastek AmB-Ag
okazato sie skutecznym sposobem na zwiekszenie efektywnosci dostarczania
antybiotyku do komdrek grzybdw. Wyniki badar majg istotne znaczenie dla zrozumienia
ztozonych mechanizmdéw dziatania AmB i moga przyczyni¢ si¢ do opracowania
skuteczniejszych i bezpieczniejszych formulacji tego leku w przysztosci, co jest

szczegdlnie wazne w kontekscie rosnacej opornosci grzybéw na leki przeciwgrzybicze.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi zszywke opracowang zgodnie z zasadami
przyjetymi dla prac doswiadczalnych w zakresie nauk biologicznych. Zawiera 100 stron
i klasyczny podziat na: Strone tytutowa, Wykaz prac naukowych stanowigcych cykl, Spis
treéci, Wykaz skrétdw, Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim,
Wstep, Wprowadzenie, Metody eksperymentalne, Kopie opublikowanych prac, Dyskusje,
Podsumowanie i Wnioski, Bibliografie, Zrédta internetowe, Naukowe CV oraz
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Oswiadczenia wspdtautoréw publikacji okreslajace indywidualny udziat kazdego z nich
w powstaniu publikaciji.

Struktura podziatu tresci pracy, jak réwniez kolejnos¢ rozdziatéw nie budza watpliwosci.
Tekst jest napisany poprawnie i starannie edytowany. Dodanie numeracji stron
w zafaczonych publikacjach (dodatkowo oprécz oryginalnej numeracji wydawniczej)
znacznie utatwia odszukiwanie opisywanych zagadnien.

Tematyka badawcza, bez watpienia, podejmuje aktualne trendy badawcze. Zamieszczone
streszczenie przedstawione jest w sposdb zwiezty i komunikatywny, co pozwala na tatwe
zapoznanie sie z tematyka i otrzymanymi wynikami.

Tytut rozprawy doktorskiej jest sformutowany poprawnie i w petni odzwierciedla cel
badan przeprowadzonych przez doktoranta.

We wstepie doktorant skupia sie na przedstawieniu podstaw infekcji grzybiczych ze
wskazaniem gtéwnych czynnikdw zwigkszajacych czestos¢ ich wystgpowania czy
wptywu chordb grzybiczych na zdrowie cztowieka. Bardzo cennym elementem tej czesci
pracy jest okreélenie motywacji do podjecia tego tupu badan. W podrozdziale 1.1.
Motywacja wskazuje na gtéwne powody podjecia badan:

,Mimo wieloletniego stosowania w medycynie i wysokiej skutecznosci przeciwko
infekcjom grzybiczym, doktadne mechanizmy dziatania biologicznego AmB nie byty
dotychczas w petni wyjasnione i pozostawaty przedmiotem dyskusji”,

czy

,Zrozumienie precyzyjnych interakcji molekularnych miedzy AmB a btonami lipidowymi
jest kluczowe dla opracowania ulepszonych formulacji leku o zmniejszonych toksycznych
skutkach ubocznych dla pacjentow”.

W nastepnym kroku zostaty sformutowane etapy badan. Pierwszy etap badan dotyczy
mechanizmdéw dziatania amfoterycyny B, w oparciu o modelowe btony lipidowe oraz
komorki Candida albicans. Wyniki tego etapu zostaty zawarte w opublikowanym artykule:
"Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological
Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes”.

Celem tej pracy byta analiza oddziatywania hybrydowych nanoczastek amfoterycyny B ze
srebrem (AmB-Ag) z komdrkami Candida albicans oraz analiza mechanizmu dziatania
AmB-Ag na btony komdrkowe grzybdw.

Cele zostaty zrealizowane przy zastosowaniu techniki mikroskopii i spektroskopii
molekularnej, w tym obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM) i spektroskopii
ramanowskie;j.
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Wyniki i wnioski ptynace z tej czesci to:

e AmB-Ag skutecznie przenika przez Sciang komdrkowg i dostarcza czasteczki
antybiotyku do bton komdrkowych;

o Dezintegracji bton komdrkowych nastepuje w ciggu kilku minut po ekspozycji na
AmB-Ag;

e AmB-Ag wykazuje wigkszg skutecznosé grzybobdjcza w poréwnaniu do wolne;
AmB w badaniu przezywalnosci komdrek C. albicans. AmB-Ag w stezeniu 0,031
ug/ml wykazuje 2,74-krotnie wyzsza aktywnos¢, natomiast w stezeniu 0,062
ug/mlaz 74,3-krotnie wyzsza.

Drugi etap stanowi artykut 2. How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes
and What Does It Do There?

Celem tej pracy byta analiza procesu wnikania AmB do modelowych bton lipidowych
zawierajacych ergosterol.

Cel zostat osiggniety przy zastosowaniu technik badawczych takich jak tworzenie
monowarstw fosfolipidowych jako modelu bton grzybdéw; zastosowanie mikroskopii sit

atomowych (AFM) czy mikroskopia czaséw zycia fluorescencji (FLIM) wykorzystana do
analizy organizacji molekularnej AmB w btonach.

Na podstawie otrzymanych danych mozna sformutowac wnioski dotyczace formowania
wewnatrzbtonowych skupisk AmB o réznych rozmiarach oraz poréw btonowych

w obrebie pojedynczej prébki czy identyfikacji réznych form organizacji molekularne;
AmB w btonach takich jak dimery oraz mate agregaty.

Wstep do rozprawy doktorskiej zostat napisany poprawnie zaréwno pod wzgledem
merytorycznym jak i jezykowym. Jego forma i tres¢ swiadczg o dobrym przygotowaniu

teoretycznym doktoranta do realizacji postawionych celéw rozprawy doktorskiej.

Rozdziat 3. Metody eksperymentalne zawiera szczegdtowy opis technik wykorzystanych
przy realizacji postawionych celéw badawczych. Bardzo szeroko zostaty zaprezentowane
trudne techniki mikroskopowe w tym mikroskopia konfokalna, mikroskopia Ramana jako
metoda analityczna, mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM),
mikroskopia sit atomowych (AFM - Atomic Force Microscopy) jako technika obrazowania
powierzchni materiatéw z rozdzielczoscia na poziomie atomowym czy technika
Langmuir-Blodgett (LB) bedaca cennym narzedziem w badaniach biologicznych,
umozliwiajgca tworzenie i analize modelowych bton biologicznych. Bardzo przydatne jest
zamieszczenie, w tym rozdziale schematdéw, ktdére utatwiajg zrozumienie starannie
zaplanowanych i wykonanych doswiadczen.
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Przedstawiony opis metodologii i technik wskazuje na bogaty warsztat badawczy
doktoranta co wskazuje na znakomite przygotowanie merytoryczne jaki i techniczne do
realizacji postawionych celow rozprawy.

Kolejno, w rozdziale 4 i 5 doktorant opisat chronologicznie oraz udokumentowat
otrzymane wyniki w formie opisowej oraz graficznej. Rozdziat ten zawiera ryciny, ktdre
przedstawiaja wykresy i zdjecia. Tak zorganizowany tekst rozdziatéw utatwia
usystematyzowanie oraz zrozumienie otrzymanych wynikow.

Opis metodologii i przedstawione wyniki sg ultra doktadne i umozliwiaja innym badaczom
powtdrzenie badan w celu przeprowadzenia badar na innych materiatach. Sposob opisu
wynikéw oraz dalsza ich interpretacja wskazuje, ze doktorant swobodnie i z duzg wiedzg
porusza sie w tej dziedzinie.

W rozdziale 6. Dyskusja doktorant uzasadnit dobdér modelu badawczego oraz
skomentowat poszczegdlne obszary badan i uzyskane wyniki. Dyskusja zostata
przeprowadzona w oparciu o dane juz opublikowane. Taka forma swiadczy
o wszechstronnej znajomosci tematu oraz dobrym przygotowaniu merytorycznym
doktoranta. Doktorant konsekwentnie stosuje w tekscie okreslone formatowanie
cytowan co ufatwia poruszanie sie po liscie bibliografii.

Rozprawa doktorska koriczy sie wnioskami, ktére korelujg uzyskane wyniki z postawionym
celem badawczym oraz wskazuja na oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Podsumowujac, rozprawa doktorska dostarcza nowych informacji na temat
molekularnego mechanizmu dziatania AmB, podkreslajac role dezintegracji btony
komdrkowe] jako kluczowego czynnika w jej aktywnosci przeciwgrzybiczej,
a wykorzystanie nanoczastek AmB-Ag okazato sie skutecznym sposobem na zwigkszenie
efektywnosci dostarczania antybiotyku do komdrek grzybow.

Po drugie, badania wykazaty, ze mechanizm dziatania AmB jest ztozony i obejmuje wiele
réznych efektéw na poziomie molekularnym. Obejmujg one tworzenie skupisk
wewnatrzbtonowych, poréw oraz prawdopodobnie struktur pozabtonowych. Wszystkie te
efekty moga przyczyniac sie do aktywnosci przeciwgrzybiczej AmB poprzez zaburzanie
integralnoéci i funkcji bton komdérkowych grzybdw. Wyniki te sugeruja, ze skutecznosé
AmB wynika z jednoczesnego dziatania kilku mechanizmdw, a nie jednego dominujgcego
efektu.

Pod katem merytorycznym, przedstawiona rozprawa doktorska zastuguje na wysokg
ocene, jednak chciatbym zwrdcié uwage na pewne ogdlne pytania czy nie zaspokojong
ciekawos¢:

Jakie sa ograniczenia stosowania mikroskopii obrazowania czaséw zycia fluorescencii
(FLIM) i jaka jest pewnosé oceny amplitudy sktadowych czasu zycia fluorescencji AmB?
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Czy obecnie, z tak duzym bagazem wiedzy zdobytej w toku prowadzenia badan, skusit by
sie Pan do wykorzystania/zaplanowania badan z wykorzystaniem innych technik, metod
do potwierdzenia postawionych celéw badawczych?

Jakie s3 mozliwosci transportu jondw przez AmB, a tym samym czy jestesmy w stanie
kontrolowac¢ permeabiliazcje bton biologicznych w obecnosci AmB?

Wymienione powyzej pytania nie wptywajg na wysokg ocene wartosci merytorycznej
rozprawy. Pragne podkresli¢, ze Pan mgr Sebastian Janik znakomicie wywigzat sie
z postawionych zadan z wykorzystaniem szerokiego spektrum technik biofizycznych
i zaawansowanych metod mikroskopwych. Wydaje sie, ze praca wypetnia luke badawczg
a podjeta tematyka jest aktualna i ma potencjat aplikacyjny.

Stwierdzam z caty przekonaniem, ze rozprawa doktorska Pana mgr Sebastiana Janika pt.
,Badania mechanizmdéw molekularnych zwigzanych z aktywnoscig biologiczng
antybiotyku amfoterycyny B” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszyminauce (Dz. U.z2021r. poz. 478,619,1630). Zatem
zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Sebastiana Janika do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, znaczacg wartos¢ naukowa
otrzymanych wynikéw, wyjatkowg starannos¢ w opracowaniu, zastosowanie ultra
trudnych metod mikroskopowych oraz przedstawieniu tak duzego materiatu badawczego
wnosze o wyrdznienie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.

—, > P .
S Tt
Dr hab. Piotr Bednarczyk, prof. SGGW



