Krakow, 22 wrzesien 2022 r.
RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej pt.
»Metoda fotodynamiczna jako potencjalne narzedzie eradykacji
Staphylococcus aureus kolonizujacego chorych z atopowym
zapaleniem skory”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji
Krystyny Ogonowskiej przygotowana pod kierunkiem Promotora,
profesora Uniwersytetu Gdanskiego, Pani dr hab. Joanny Nakoniecznej
lokuje si¢ W nurcie bardzo waznych naukowo i pozadanych przez praktyke
medyczng badan majacych na celu opracowanie i wprowadzenie do
praktyki leczniczej nowatorskiej metody zwalczania patogennych
drobnoustrojéw szczegélnie ucigzliwych w nadkazeniach ran pacjentow
cierpigcych na atopic dermatitis - atopowe zapalenie skory, AZS.

Atopowe zapalenie skory to jedna z najczestszych choréb

alergicznych skory, rejestrowanych po katarze siennym 1 astmie
oskrzelowej, dotyczaca niemal 30% dzieci i ok. 4% dorostych. Choroba
wykazuje systematyczny coroczny wzrost na poziomie 4% w skali
globalnej. Jest to choroba przewlekta, nawracajaca, wieloczynnikowa,
w ktorej geneze 1 patofizjologie zaangazowane sa interakcje pomiedzy
genetycznie uwarunkowanymi zaburzeniami struktury i funkcji bariery
naskorkowej, odpowiedzi immunologicznej i zapalnej oraz czynnikami
srodowiskowymi i1 zakazajacymi. U oséb nig dotknigtych czesto dochodzi
do rozwoju wtornych zakazeh bakteryjnych zmian skornych przez
drobnoustroje, wsréd ktorych zdecydowanie dominuje  gatunek
Staphylococcus aureus, zaliczany do patogendéw oportunistycznych.
Praktyka terapeutyczna wprowadzita standardy leczenia, ktore z powodow
wskazanych powyzej — wieloczynnikowych uwarunkowan 1 zmiennosci
wplywu elementow Srodowiska, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zmiennos$ci bakterii — statystycznie nie daje satysfakcjonujacych wynikow.
Praktyka  pokazuje, ze terapie z  uzyciem  antybiotykow,
chemioterapeutykoéw a nawet sterydow nie przynoszg trwalej poprawy
u pacjentow, co wigcej, dodatkowo generujg niepozadane zjawiska.
Z tych powodow projekt doktorantki Pani Patrycji K. Ogonowskiej
polegajgcy na opracowaniu alternatywnego podejscia terapeutycznego,
oryginalnej metody fotodynamicznej do eradykacji bakterii zakazajgcych
zmiany skorne w AZS ma bardzo duzq wartos¢ naukowq z perspektywg
aplikacji w praktyce klinicznej. Podkreslic nalezy, ze projekt dotyczy
bakterii komensalnego gatunku S. aureus, charakteryzujgcego sie
ztozonymi mechanizmami regulacji genetycznych i wynikajgcqg z tego
plastycznoscig fenotypowq. Recenzent bardzo wysoko ocenia koncepcje,
odwage naukowq i podejscie badawcze Autorki.
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Rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zakladzie Fotobiologii i Diagnostyki
Molekularnej na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod opieka naukowa profesora UG Pani dr hab.
Joanny Nakoniecznej. Promotor, jak i kierowany przez Panig Profesor zespdt, maja
ugruntowang wysoka pozycje naukowa dzigki bardzo dobrym publikacjom z dziedziny
mikrobiologii molekularnej dotyczacych mechanizmow wrazliwosci bakterii na zwigzki
fotouczulajgce 1 oryginalnych metod zwalczania patogennych drobnoustrojow metodami
alternatywnymi do powszechnych antybiotykoterapii i chemioterapii. Tradycja tych badan
prowadzonych przez promotora jest zdaniem recenzenta wazna dla doktorantow w tego typu
projektach, a w przypadku zespolu gdanskiego wyniki badan sa bardzo rzetelnie
opracowywane 1 oglaszane w wysoko punktowanych periodykach indeksowanych
w migdzynarodowych bazach danych, jak Scientific Reports, Frontiers in Medicine, Frontiers
in Microbiology, Future Medical Chemistry i in.

Rozprawa doktorska mgr P. K. Ogonowskiej zostala przygotowana w formie
dysertacji napisanej w jezyku polskim zgodnie z kanonem przyjetym na uniwersytetach.
Praca ma logiczny uklad i czyta si¢ ja ze zrozumieniem poszczegdlnych watkow badawczych.
Sktada si¢ z konwencjonalnych czgséci; wyjatkiem jest zatlagczony w koncowej czesci ,,12
Suplement” na stronach od 154 do 187 (25 strony), zawierajacy spisy izolatow bakteryjnych
z metryczkami, dzikich i szczepow referencyjnych oraz wyniki genotypowania szczepow
z podaniem typu genetycznego i kompleksu klonalnego oraz tabele z wynikami badania
efektywnosci przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej wobec drobnoustrojow; dalej
nastepuje w tej czesci ,,13 Wykaz rycin” w liczbie 24 (2 strony), ,,14 Wykaz tabel” w liczbie
17 (1 strona), ,,15 Dorobek naukowy”’(4 strony) obejmujacy publikacje naukowe w liczbie 6,
gdzie w 3 nazwisko Autorki figuruje na pierwszym miejscu, wystapienia konferencyjne (11),
dwa wyszczegbélnione granty, w jednym Autorka jest kierownikiem (grant dla mtodych
naukowcow), w drugim glownym wykonawca; w dalszym ciggu wykaz 3 nagrod (stypendium
konferencyjne z Eur. Soc. Photobiol., 2 stypendia dla najlepszych doktorantéw UG i GUMed
1 JM Rektora). Te cze$¢ konczy wykaz 3 publikacji w materiatach pokonferencyjnych (we
wszystkich doktorantka jest pierwszym autorem). Objetos$¢ dysertacji jest spora, gdyz liczy
187 stron.

Wyodrebnienie zestawu dokumentacji W Suplemencie byfo bardzo dobrg decyzjg
ulatwiajgcq czytanie, jak rowniez powazna objetos¢ pracy sq usprawiedliwione i
akceptowane biorgc pod uwage zloZzonq tematyke projektu, pokazny zestaw metod
badawczych i bardzo liczne wyniki, ktore wymagaly precyzyjnego i systematycznego
opracowania.

Maszynopis na 187 stronach zaczyna si¢ ,,Spisem tresci. Cato$¢ obejmuje kolejno
nastepujace czesci: ,,Streszczenie” (1 strona) i ,,Abstract” (1 strona), ,,Wstep” (20 stron),
sformulowanie celéw pracy (1 strona), specyfikacja uzytych materialow (16 stron),
przedstawienie stosowanych metod badawczych (21 stron), opis uzyskanych wynikow i ich
omoéwienie (37 stron), ,,Dyskusja” (17 stron), ,,Wnioski” (1 strona) i ,,Literatura” (309 pozycji
na 31 stronach). Ryciny to bardzo dobrej jakosci fotografie oraz rysunki ilustrujace wybrane
badania eksperymentalne.



Na tym etapie recenzent gratuluje doktorantce, autorce rozprawy, sprawnego
rozdysponowania bogatym oryginalnym materiatem badawczym, posiadang wiedzq,
I zorganizowania redakcji rozprawy.

Dysertacje otwiera rozdziat ,,Wstgp”. Autorka w akademicki sposob wprowadza
w zlozony proces patogenezy i mechanizmy AZS, kolonizacj¢ zmian skdérnych przez
Staphylococcus aureus, czynniki zjadliwosci generujace mechanizmy zjawisk wtornych
w skorze, glownie przez metabolity bakteryjne (tez bakterii towarzyszacych) i biatek
naskorkowych, w rolg enzymoéw i toksyn gronkowcowych, wérdod nich majacych cechy
superantygenow. Wazny akapit mowi o ztozonych systemach regulacji genetycznej ekspresji
toksyn gronkowcowych i szlakach sygnatowych naktadajacych si¢ na siebie co komplikuje
rozpoznanie caltkowitej regulacji genéw z konkluzjg o potrzebie badania klinicznych izolatow
S. aureus od pacjentow z AZS, zaawansowanymi metodami molekularnymi, gdyz lepsze
rozpoznanie tych szczepow rokuje efektywne poszukiwanie innych, alternatywnych metod
leczenia zakazen. Logiczng kontynuacja tej mysli jest kolejny rozdziat 4.8 pt. ,, Terapia
fotodynamiczna jako skuteczna metoda eradykacji S. aureus”, ktora teoretycznie rokuje
pozytywnie, zwazywszy na ograniczone mozliwosci terapeutyczne tradycyjnej
antybiotykoterapii wynikajace z aktywnos$ci toksyn gronkowcowych posiadajacych
wlasciwosci superantygenow indukujacych opornos¢ limfocytow T na kortykosteroidy.
Z tego whasnie powodu w obszarze zainteresowania znajduje si¢ alternatywna forma leczenia
przeciwdrobnoustrojowego jaka jest terapia fotodynamiczna okreslana w pisSmiennictwie
takze nazwa przeciwbakteryjnej inaktywacji fotouczuleniowej, ktéra w przeciwienstwie do
leczenia miejscowego samym $wiattem — fototerapii, nie niesie skutkéw ubocznych jak
fototerapia. Kolejne podrozdzialy opisuja szczegétowo mechanizm terapii fotodynamicznej
i jej zastosowanie w praktyce klinicznej. Uwage recenzenta zwraca szczegétowo opisany
mechanizm zjawiska, z wyborem fotouczulacza 1 zroédta $wiatlta niezbednego do jego
wzbudzenia. Cytowane s3 nieliczne ,,mtode” publikacje autorow polskich 1 obcych,
z podkresleniem udziatu rodzimych badaczy, w tym zespotu pracownikow GUMedu.
Reasumujac, pierwszorzedng potrzebg jest poszukiwanie metod eradykacji S. aureus,
a metoda fotodynamiczna otwiera szanse wyleczenia nig przez skuteczne wyeliminowanie
bakterii, co wiecej, przez inaktywacje czynnikow wirulencji odgrywajacych wazna role
w przebiegu AZS. Wtasnie tym Autorka uzasadnia podjeta w badaniach analize efektywnosci
metody fotouczeleniowej/fotodynamicznej i ocene jej potencjatu w eradykacji S. aureus oraz
inaktywacji wybranych toksyn.

Rozdzial ten jest bardzo dobrym wprowadzeniem do kolejnych rozdziatow pracy,
integrujgcym obszary badawcze przedstawione w kolejnych etapach projektu. Uwage zwraca
rzetelne wprowadzenie w ztozong problematyke choroby AZS z etapami kolonizacji
drobnoustrojami  — gronkowcem zfocistym, z jego charakterystykami  genetyczng
i biochemiczng determinujgcymi wirulencje, a potem problemami terapeutycznymi
z eradykacjq bakterii i choroby ze szczegolnym uwzglednieniem metody fotodynamicznej
eradykacji drobnoustrojow. Doktorantka ze znawstwem i interesujgco przytacza wiedze na
ten temat.



Cele pracy sformutowane w kolejnym rozdziale sq racjonalne, logiczne i nie budzg
watpliwosci pod wzgledem przestanek. Zostaly okreslone jednoznacznie; sg oryginalnym
i wartosciowym wkiadem do nauki. Objety one: 1) genotypowa charakterystyke klinicznych
szczepow Staphylococcus aureus pochodzacych od pacjentow z atopowym zapaleniem skory
(AZS); ii) oceny efektywnos$ci metody fotodynamicznej wobec szczepdéw klinicznych
i referencyjnych S. aureus; iii) zbadanie wptywu metody fotodynamicznej na ekspresje genow
zapisujacych wazne gronkowcowe toksyny na poziomie transkryptu i biatka; iv) weryfikacje
efektywnosci metody fotodynamicznej na dwoch modelach eksperymentalnych: ex vivo
z uzyciem hodowli skory $wini domowej oraz in vivo z uzyciem skory mysiej.

Nastepny rozdzial to ,,Materialty” i kolejny ,,Metody”. Zaréwno materiafy jak i metody
badawcze opisano wilasciwie i w sposob wystarczajgcy aby czytelnik mogt ocenic
prawidtowos¢ eksperymentow i wypracowac wiasny poglgd na temat wartosci naukowej
przedstawionych wynikow. Badania zostaly roztoZone racjonalnie na kilka etapow w sposob
logiczny, po czym je konsekwentnie zrealizowano. Recenzent wysoko ocenia wiedze
I umiejetnosci autorki w zakresie doboru szczepow bakteryjnych, umiejetnosci wykorzystania
typowania genetycznego spa i zbadania kompleksow klonalnych uzyskanych szczepow,
preparatyke  RNA, opanowanie  nieodzownych  technik  molekularnych,  badan
przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej oraz cyto- i fototoksycznosci zwigzkéw
fotouczulajgcych z uzyciem testu MTT. Wysokie uznanie recenzenta wzbudzajq metody
weryfikacji  efektywnosci  przeciwbakteryjnej  inaktywacji  fotodynamicznej  aPDI
z zastosowaniem modelu ex vivo skory swini domowej oraz drugiego modelu - in vivo,
kolonizacji przez S. aureus skory mysiej. Warsztat badawczy do rozwigzania postawionych
zadan zostat wybrany prawidtowo. Badania wykonywane nawet najbardziej zaawansowanymi
metodami in vitro nie dajq tak wiarygodnych i cennych wynikow jak badania z uzyciem
eksperymentalnego zwierzecego modelu in vivo. Sg to powazne osiggniecia naukowe.
Recenzent zwraca uwage na ich wysokie wartosci poznawcze i aplikacyjne dla klinicystow.

W czasie obrony recenzent bgdzie oczekiwal na wyjasnienia i komentarze Doktorantki
dotyczace dwoch aspektow. 1) Szczepy referencyjne uzyte w badaniach: jakie kryteria
zastosowano w ich wyborze? 2) Jaki sktad i wlasciwos$ci miata mas¢ uzyta do depilacji skory
myszy? Czy stosowanie masci nie wplywalo na zmian¢ $rodowiska chemicznego skory
1 posrednio na wyniki badan? Czy wykonywano odpowiednie proby kontrolne ,,Slepe”
w testach na modelu skory myszy?

Najobszerniejszy w catej rozprawie rozdziat ,,Wyniki” liczy 37 stron. Autorka uzyskata
obfito$¢ oryginalnych wynikow, ktore sprawnie zaprezentowata dzielac ten rozdziat na szereg
podrozdziatéw, dodatkowo ilustrowanych 24 rycinami (w tym fotografie) i 17 tabelami. Do
najwazniejszych osiggnie¢ mgr P. K. Ogonowskiej nalezg: i) charakterystyka genetyczna
szczepéw gatunku Staphylococcus aureus pochodzgcych od pacjentow z atopowym
zapaleniem skory i wykazanie duzego zrdznicowania tej populacji; ii) wykazanie, ze
efektywnos¢ wobec tych szczepow fotodynamicznej inaktywacji nie zalezy od zjadliwosci
wynikajacej z ich toksyn; iii) wykazanie, ze w czasie inaktywacji fotodynamicznej nastepuje
spadek ekspresji gendw enterotoksyn A, B, C i D, natomiast wzrost ekspresji genu toksyny-1
zespolu wstrzasu toksycznego (TSST-1); iv) stwierdzenie utraty aktywno$ci toksyn
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gronkowcowych w czasie inaktywacji fotodynamicznej; V) rozpoznanie wlasciwosSci
fotouczulacza roézu bengalskiego ze S$wiattem =zielonym polegajacych na spadku
przezywalnosci komorek S. aureus i obnizeniu poziomu toksyn gronkowcowych w modelach
ex vivo oraz in vivo, stanowiacych skuteczng mozliwos¢ terapeutyczng w zwalczaniu tego
gatunku w skorze.

Wyniki uzyskane przez doktorantke majg Wysokg wartos¢ naukowg, wnoszq cenne informacje
0 badanym zjawisku fotodynamicznej inaktywacji bakterii jako potencjalnej metodzie
terapeutycznej do eradykacji bakterii Staphylococcus aureus w leczeniu chorych z atopowym
zapaleniem skory. Doktorantka wykazata determinacje badacza decydujgc sie na badania in
vivo oraz ex vivo z wykorzystaniem dwoch zwierzecych modeli eksperymentalnych, co byto
nader wskazang czescig projektu i przysporzyto bardzo wartosciowych wynikow. Wykonane
w pierwszej fazie projektu analizy molekularne izolatow S. aureus majg dodatkowo bardzo
wysokq wartos¢, niezaleznie od glownego tematu projektu, gdyz jako cechy oportunistycznych
patogenow, mogq dac podstawy do przyszlej genetycznej terapii opartej na wykorzystaniu
zjawisk regulacji genetycznych (supresji genow wirulencji i lekoopornosci) tego gatunku.

Uwage czytelnika zwraca wysoka liczba uzyskanych przez doktorantke wynikow o duzej
warto$ci poznawczej, stad kolejny rozdziat ,,Dyskusja” wymagat duzej dyscypliny i logiki.
Doktorantka wywigzata si¢ sprawnie z tego wyzwania. Wprowadzita podrozdziaty z tytutami,
porzadkujacymi i ulatwiajagcymi czytanie tego dlugiego rozdzialu. W sposob dojrzaty
krytycznie skomentowata swoje osiggni¢cia odnoszac si¢ do wiedzy 1 wynikow innych
autorow.

Kolejny rozdziat ,,Wnioski”, str. 122, zawiera tres¢, ktora nie jest w catosci adekwatna do
jego tytutu, gdyz zawiera zarowno wyniki jak i wnioski, przedstawione zwiezle w 5 punktach.
Recenzent sugerowalby albo poprawi¢ 1 konsekwentnie przedstawi¢ tylko wnioski
(konkluzje) albo inny tytut tego rozdziatu, jak ,,Podsumowanie i wnioski”, ze wskazaniem
drugiego.

Kolejny rozdziat to ,,Literatura” obejmujacy 309 pozycji (na 30 stronach). Czy byta potrzeba
cytowania az tak imponujacej liczby publikacji? Autorka moze tlumaczy¢ sie
interdyscyplinarnym tematem projektu i licznymi metodami badawczymi, co moze by¢ do
zaakceptowania. Recenzent zauwazyl brak konsekwencji wyrazajacy si¢ niejednolitym
cytowaniem publikacji autorstwa wyzszej niz trzy nazwiska, w pewnych pozycjach wystepuje
7 1 wigce] autorow, a w pewnych troje pierwszych 1 informacja ,,1 in.”. W wigkszosci sq to
publikacje z ostatniej dekady, co dowodzi bardzo dobrego przygotowania doktorantki do
przeprowadzania badan, a cytowania klasykow, takich autorow jak Hanifin, Ring, Rajka,
Abeck, Mempel, ale tez autorow rodzimych, wskazuje na duzq rzetelnos¢ autorki. Catos¢
pracy zwiencza rozdziat 12 ,,Suplement”, opisany powyze;.

Strony edytorska i jezykowa. Oceniana praca doktorska zostata przygotowana bardzo
starannie. Tekst jest napisany zwigzlym, przejrzystym jezykiem, zdania s3 pelne
1 zrbwnowazone. Zamieszczone ryciny sg pokazane w atrakcyjnych formach przyciagajacych
uwage. Czytanie pracy budzi zainteresowanie czytelnika. Jednak doktorantka nie ustrzegla si¢
pewnych uchybien natury redakcyjnej, ktore z obowigzku recenzenta sg wymienione: 1) Nowe
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zdania nie moga zaczynaé si¢ od skrotow (str. 8, 11x3, 26,115x2), ani od facinskiej nazwy
(str.11); ii) uzycie zargonowych okreslen, cyt. ,,enzym tnie”, powinno by¢ , trawi” (str. 21x2)
oraz pojecia ,ta bakteria”, powinno byé ,bakterie” lub ,,gatunek”, gdyz w jezyku angielskim
.bacteria” oznacza liczbe mnoga i nie uzywa si¢ stowa ,,bacterium” - w liczbie pojedynczej
(str.11, 20, 29); iii) do okreélenia zjawisk policzalnych powinno by¢ uzyte stowo ,liczba™
a nie .,ilo$¢” (str.117); v) uzyta forma osobowa (str. 10); vi) charakterystyka warunkow
wirowania z podaniem rpm jest niewystarczajaca gdyz rozdzielanie frakcji zalezy od sity
odsrodkowej, a ta zalezy nie tylko od predkosci rpm ale tez od promienia rotora; dlatego
nalezy podaé typ i model wirdwki, albo zamiast warto$ci rpm i cech wiréwki podac wartosc
g (str.32,47,57); vii) interpunkcja: oznaczenie skrétéw pelnych nazw wymaga uzycia kropki.

W podsumowaniu opisu tej czesci dysertacji recenzent stwierdza, ze wykazane drobne
uchybienia redakcyjne absolutnie nie wplywajq na wartos¢ merytoryczng dysertacji, ani na
catosciowq wysokq ocene recenzenta.

Podsumowanie. Majac na uwadze przedstawiony w dysertacji dorobek naukowy Pani mgr
Patrycji K. Ogonowskiej recenzent stwierdza, ze jest to dorobek solidny, opiera si¢ na bardzo
dobrej koncepcji, zawiera oryginalne bardzo warto$ciowe wyniki, wyznacza nowe kierunki
badan i aplikacji, co wiecej jednoznacznie wskazuje na wysokie kwalifikacje Doktorantki.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana i zredagowana zgodnie
z przyjetym kanonem uniwersyteckim i spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy
z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stypendiach i tytule
w zakresie sztuk (tekst. jedn. DZ. U. z 2017 r., poz.1789), zgodnie z art.179 ust.1 ustawy
z dnia 3.07.2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym (DZ.U.
z 2018 r. poz.1669). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz wyroéznienie rozprawy doktorskiej.

Krakdow, 22 wrzesien 2022 r.




Prof. dr hab. n. farm. Jacek Mi¢dzobrodzki Krakow, 22.09.2022 r.

Uzasadnienie wniosku
0 wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Krystyny Ogonowskie}

pt. .Metoda fotodynamiczna jako potencjalne narzgdzie eradykacji Staphylococcus aureus
kolonizujacego chorych z atopowym zapalenie skory™.

Podstawa wniosku o wyrdznienie ocenionej rozprawy doktorskiej s3 nastgpujace jej
szczegolne cechy:

|. Zaobserwowane i wybrane interdyscyplinarne zjawisko kliniczne i mikrobiologiczne,
okreslony temat projektu.

2. Organizacja realizacji projektu badawczego, wybor materiatu biologicznego, metod
badawczych rutynowych i zaawansowanych molekularnych technik genetycznych 1
biochemicznych oraz logiczny rozdziat na poszczegdlne etapy badan.

3. Dos$wiadczenie diagnostyczne i eksperymentalne.
4. Dorobek naukowy w postaci bardzo dobrych publikacji oryginalnych ogtoszonych
w miedzynarodowych periodykach indeksowanych w bazach danych i wysoko

punktowanych (impact factor).
5. Calosciowe opracowanie mikrobiologiczne i terapeutyczne waznego wyzwania

klinicznego z perspektywa rozwijania badan i aplikacji w praktyce lecznicze;.
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