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Recenzja pracy doktorskiej Pani Mgr Patrycji Ogonowskiej pt. ,,Metoda fotodynamiczna jako
potencjalne narzedzie eradykacji Staphylococcus aureus kolonizujgcego chorych z atopowym

zapaleniem skory”

W zwigzku z pojawianiem si¢ nowych, trudnych do leczenia szczepéw bakteryjnych opornych na
wigkszo$¢ stosowanych lekéw, znalezliSmy si¢ u schytku ery antybiotykow. Problem wzrastajacej
opornosci wielolekowej (MDR) prowadzi do intensyfikacji poszukiwan alternatywnych terapii
bakteriobojczych, w tym metod zwalczania infekcji wywotanych przez wielolekooporne
mikroorganizmy. Obecny stan wiedzy na temat infekcji bakteryjnych pozwala przypuszczaé, ze do
osiggnigcia calkowitego sukcesu terapeutycznego konieczne jest zastosowanie Strategii medycznych
dziatajacych wielokierunkowo, poprzez zréznicowane mechanizmy molekularne, ukierunkowane na
zniszczenie patogendow chorobotworczych.

Do takich rozwigzan nalezy omowiona W recenzowanej pracy doktorskiej przeciwbakteryjna
terapia fotodynamiczna (aPDT), znana tez jako fotodynamiczna inaktywacja (PDI) czy fotodynamiczna
sterylizacja (PDS). Czynnikami aktywnymi w aPDT sg reaktywne formy tlenu (ROS), bedace produktami
fotoindukowanego przeniesienia elektronu lub/i przekazania energii z czasteczki fotosensybilizatora
znajdujacej sie we wzbudzonym stanie trypletowym na czgsteczke tlenu w jego podstawowym stanie
elektronowym. Mozliwos¢ kontrolowanego generowania ROS zalezy w duzej mierze od wiasciwosci
zastosowanych fotosensybilizatorow. Prowadzone sg intensywne badania zaréwno nad optymalizacja
protokotow PDT przy uzyciu komercyjnych preparatow jak tez nad nowymi zwigzkami
charakteryzujacych si¢ zwigkszong selektywnoscia wobec komorek bakteryjnych, efektywnoscia w
generowaniu ROS oraz odpowiednig skuteczno$cig terapeutyczng.

Ta wazng i1 aktualng tematyka badawcza zajmowata si¢ mgr Patrycja Ogonowska w ramach
przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej. Praca powstata w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki
Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem dr hab. Joanny Nakoniecznej, prof. UG. Tematyka badan

podjetych przez Doktorantke jest kontynuacjg wieloletnich prac nad PDI, czyli nad zagadnieniami, w
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ktorych Prof. Nakonieczna oraz wspominany w podzickowaniach Prof. Mariusz Grinholc sa
niekwestionowanymi autorytetami w $rodowisku naukowym na $wiecie. Swoistym novum jest natomiast
poszerzenie tej problematyki badawczej o badania ex vivo na modelu $§winskiej skéry oraz in vivo na
modelu myszy Balb C.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 187 stron i zostata napisana w jezyku polskim, a jej uktad
nie budzi zastrzezen. Sktada si¢ z 15 rozdzialow, przy czym pigé¢ ostatnich rozdziatéw to spis cytowanej
literatury (309 pozyciji), rycin, tabel, suplement oraz spis publikacji i osiagni¢¢ zwigzanych bezposrednio
z doktoratem. Zasadnicza czg$¢ pracy ma standardowy dla tego typu opracowan format i zawiera
odpowiednio: i) wstep literaturowy; ii) rozdzial, w ktorym Doktorantka definiuje cele badan; iii)
materialty wykorzystane w pracy iv) opis metod badawczych v) rozdzial poswigcony omowieniu
wynikoéw badan; vi) dyskusji; vi) zwigzle sformutowane wnioski.

Gloéwng koncepcja niniejszej pracy doktorskiej jest charakterystyka genotypowa bakterii
gronkowca ztocistego izolowanych od pacjentéw chorych na atopowe zapalenie skory, a nastgpnie
zbadanie efektywnosci fotodynamicznej zarowno wobec Klinicznych jak i referencyjnych izolatow na
roéznym poziomie organizacji: poczawszy od testow in vitro, poprzez badania ex vivo z wykorzystaniem
modelu $winskiej skory, a na testach in vivo (myszy Balb C) konczac. Ponadto, zbadano wptyw
fotogenerowanych reaktywnych form tlenu na poziom toksyn kluczowych dla patogennosci
Staphylococcus aureus.

W  pierwszej cze$ci niespelna trzydziestostronicowego wstgpu literaturowego Autorka
przedstawita podstawowe informacje dotyczace atopowego zapalenie skory, omowita problem
kolonizacji skory przez bakterie gronkowca u pacjentdéw obarczonych tg jednostka chorobowsg oraz
wymienita i scharakteryzowata czynniki sprzyjajace kolonizacji S. aureus oraz czynniki wirulencji S.
aureus prowadzace do zaostrzenia przebiegu choroby. W kolejnych podrozdziatach Autorka zajeta sig
problematyka regulacji toksyn, genotypowaniem izolatow S. aureus oraz dekolonizacja skory u
pacjentow z AZS. Na pochwale zasluguje skrupulatny przeglad dotychczasowych doniesien
literaturowych w zakresie omawianej tematyki.

W kolejnym podrozdziale Autorka omowita podstawowe informacje dotyczacych terapii
fotodynamicznej, a jej schemat dziatania zilustrowala na Rycinie 4. Przedstawiony na niej diagram
Jablonskiego w mojej ocenie jest zbyt uproszczony, co w konsekwencji skutkuje lakonicznym
wyjasnieniem kluczowych procesow fotofizycznych i reakcji fotochemicznych warunkujacych

skutecznos¢ PDT. Uwazam, ze nalezatoby tu raczej zacytowac prace fotochemikow, ktore z pewnoscia
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pozwolityby Autorce lepiej zrozumie¢ istot¢ mechanizméw PDT. Po lekturze tego opracowania, czuje
pewien niedosyt i nie jestem w peini przekonany czy Autorka rozumie czym sa de facto przejscia
elektronowe (pominigto stany oscylacyjne na diagramie energetycznym), jakie sg inne S$ciezki
dezaktywacji stanow wzbudzonych czasteczek 1 wreszcie co to znaczy, ze czasteczki fotosensybilizatora
znajduja si¢ we wzbudzonym stanie singletowym czy trypletowym. Jednocze$nie jestem przekonany, ze
podczas obrony Doktorantka rozwieje wszelkie moje watpliwosci.

Nastgpnie zostaja omowione mechanizmy fotochemiczne PDT prowadzace do generowania
reaktywnych form tlenu. Chcialbym poznaé opini¢ Doktorantki na temat praktycznego znaczenia obu
mechanizmow (przekazania energii i przeniesienia elektronu) w PDT/aPDT? Czy przewaga jednego z
tych mechanizméw moze skutkowaé odpowiednio korzystniejszym efektem przeciwnowotworowym i
przeciwbakteryjnym? W zwiazku z tym, Zze cytowane sg tu prace Prof. Michaela Hamblina, jestem
ciekaw, co sadzi Pani o zaproponowanym przez Niego Mechanizmie typu Ill. Na koniec w sposob
zwiezly i zrozumialy zostala oméwiona terapia fotodynamiczna w praktyce klinicznej. Tu z kolei nasuwa
si¢ pytanie, jakie sa roznice w kryteriach doboru fotosensybilizatoréw do terapii fotodynamicznej
nowotworéw, a jakie do fotodynamicznej inaktywacji mikroorganizméw. Podczas obrony chciatbym
ustysze¢ zarowno o wilasciwosciach chemicznych fotosensybilizatorow jak rowniez o protokotach
stosowanych w obu strategiach terapeutycznych. Mimo przedstawionych zastrzezen, rozdziat ten spetnia
swoja role, gdyz umozliwia czytelnikowi rozprawy doktorskiej zrozumienie istoty podjetych przez
Doktorantke¢ badan i stanowi odpowiednie wprowadzenie w ztozong tematyke.

W rozdziale Materialy znajduje si¢ krotki opis warunkéw hodowli komoérkowych, spis
stosowanych  odczynnikéw, materiatbw i aparatury badawczej, charakterystyka uzytych
fotosensybilizatorow, opis zrodet $wiatta wraz z ich elektronowymi widmami emisyjnymi, oraz krotki
opis analizy statystycznej pozyskanych danych eksperymentalnych. W dalszej czgéci pracy Doktorantka
opisuje metodyke badan, w tym m. in. opis warunkéw w jakich przeprowadzata izolacje genomowego
DNA bakteryjnego, izolacje catkowitego RNA bakteryjnego, amplifikacje genoéw toksyn, inaktywacje
fotodynamiczng bakterii in vitro, ex vivo i in vivo, badanie cytotoksycznosci oraz efektu
fotodynamicznego komorek eukariotycznych itd. Uwazam, ze opis stosowanych materiatdw i metod
spelnia swoja zasadnicza rolg, poniewaz zawiera niezbedne informacje umozliwiajagce odtworzenie
warunkow badan przez niezaleznych badaczy. Z obowigzku recenzenta musze zwroci¢ uwage na
niefortunne sformutowania 1 drobne bledy, ktore pojawily si¢ w tej czeSci opracowania, a wynikaly

zapewne z pospiechu Doktorantki w przygotowaniu rozprawy doktorskiej. Autorka powinna wykazac si¢
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wigkszg konsekwencjg w stosowaniu polskich sformutowan, a mniej adoptowa¢ angielskie odpowiedniki
takie jak np. primer forward, blank, tape-stripping, oraz unika¢ zargonow, np. ,,umieszczono pod zielong
lampg”. Na koniec tego rozdzialu Autorka pisze o0 ocenie parametrow z uzyskanych obrazach
histologicznych i zalicza tu m. in. stan zapalny. Bez watpienia nie jest to parametr, tylko nieswoista,
humoralna, komoérkowa i metaboliczna odpowiedz tkanek na dziatanie czynnika zewngtrznego
(fizycznego, chemicznego, biologicznego) lub wewngtrznego (wlasne antygeny). Ocenie mozna
natomiast podda¢ poziom mediatoréw stanu zapalnego, np. prozapalnych cytokin (IL1, IL2, IL6, TNF).
Na pochwal¢ natomiast zastuguje umiejgtne zastosowanie W pracy doktorskiej wielu, czesto
skomplikowanych technik badawczych.

Wyniki badan zostaly zilustrowane za pomoca 24 rycin oraz 14 tabel i obejmuja: i) analiz¢
wybranych czynnikow wirulencji S. aureus, takich jak enterotoksyny gronkowcowe i toksyna TSST-1; ii)
analize molekularng metod¢ typowania genu spa i/lub MLST w celu poznania struktury klonalnej badanej
populacji S. aureus; iii) analiz¢ efektu fotodynamicznego in vitro wobec bakterii gronkowca
wyizolowanych od pacjentow z AZS (n=139) oraz szczepow referencyjnych (n=14) przy zastosowaniu 2
protokotow (r6z bengalski wzbudzany swiattem 2z zakresu zielonego oraz pochodna biekitu
metylenowego wzbudzana $wiattem =z zakresu czerwonego); iv) analize cytotoksyczno$Ci |
fototokscznosci komorek eukariotycznych dwoma metodami (test aktywno$ci metablicznej MTT oraz
monitorowanie wzrostu i zywotnoséci komorek w czasie rzeczywistym xCELLigence); v) analizg stabilno$ci
gen6éw referencyjnych w warunkach PDI; vi) analiz¢ wptywu efektu fotodynamicznego w warunkach
subletalnych na aktywnos$¢ gendéw kodujacych wybrane toksyny S. aureus; vii) analize wptywu PDI na
proliferacj¢ komorek krwi obwodowej oraz aktywnos¢ wybranych biatek toksyn gronkowcowych; viii)
analize skutecznos$ci fotodynamicznej wobec S. aureus in vivo (skora myszy Balb C) po zastosowania
$wiatla z zakresu zielonego oraz rozu bengalskiego jako fotosensybilizatora.

Kolejny rozdziat to dyskusja otrzymanych wynikow, w ktorym Autorka nie tylko rzetelnie poddaje po
raz kolejny analizie uzyskane przez siebie wyniki eksperymentalne, ale przede wszystkim konfrontuje je
z danymi dostepnymi w literaturze. Cze$¢ merytoryczng konczy rozdziat zatytutowany Wnioski. Odnoszg
wrazenie, ze Doktorantka podeszta do tej czesci pracy z duza ostroznoscig (5 krotkich punktow). Z jednej
strony nalezy pochwali¢ taki umiarkowany sceptycyzm u mtodych adeptow nauki, z drugiej za$ strony ta

cze$¢ pozostawia poczucie pewnego niedosytu.
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Do najwazniejszych osiagni¢¢ uzyskanych przez mgr Patrycj¢ Ogonowska ramach recenzowanej

pracy doktorskiej zaliczam:

1. Wykazanie, iz mimo duzego zréznicowania genetycznego bakterii S. aureus pochodzacych od
pacjentow chorych na atopowe zapalenie skory, ich skuteczna inaktywacja fotodynamiczna nie
zalezy od wirulencji zwigzanej z toksynami gronkowcowymi.

2. Optymalizacj¢ warunkow eksperymentalnych PDI in vitro (dobor odpowiednich stezen
fotosensybilizatoréw, mocy i dawek $wiatta) oraz okreslenie selektywno$ci badanych zwigzkow

wobec komorek bakteryjnych w poréwnaniu do komoérkach prawidtowych (HaCaT).
3. Wykazanie, iz PDI powoduje utrate aktywnosci toksyn gronkowcowych.

4. Rozszerzenie badan z klasycznych testow in vitro na zaawansowane modele zwierzece ex vivo i in

Vivo.

5. Zaprojektowanie bezpiecznego i skutecznego protokotu przedklinicznego na modelu skornej
infekcji u myszy DBA 2 in vivo, a W szczegolnosci wykazanie, ze aktywacja rozu bengalskiego
$wiattem z zakresu zielonego powoduje zarowno spadek przezywalnosci S. aureus jak tez

obnizenie poziomu toksyn gronkowcowych.

Na wyroznienie zastuguje fakt, iz wyniki badan wchodzacych w zakres rozprawy opublikowano
W postaci szesciu oryginalnych artykutow w bardzo dobrych specjalistycznych czasopismach naukowych
oraz trzech publikacji w materiatach pokonferencyjnych. Nalezy rowniez zaznaczy¢, iz Autorka
Kierowata projektem badawczym pt. ,, Wphyw stresu fotooksydacyjnego na poziom ekspresji genow
kodujgcych czynniki wirulencji produkowane przez Staphylococcus aureus ”, ktorego wyniki rowniez zostaty
zamieszczone w ocenianej rozprawie. Ponadto byta wykonawca projektu przez Narodowe Centrum Nauki
pt. ,,Wphw przeciwdrobnoustrojowej fotoinaktywacji na wirulencje szczepow Staphylococcus aureus
kolonizujgcych chorych z atopowym zapaleniem skory: badania in vitro oraz in vivo .

Doktorantka systematycznie rozszerza zakres swoich zainteresowan naukowych i z powodzeniem
prezentuje wyniki badan na konferencjach naukowych (11 wystapien). Za swoja dziatalnos¢ otrzymata
stypendium Rektora UG dla najlepszych doktorantow, stypendium konferencyjne Europejskiego
Towarzystwa Fotobiologicznego oraz stypendium z dotacji projako$ciowej dla najlepszych doktorantow
MWB UG i GUMed.



Dr hab. Janusz M. DabrowskKi, prof. U]

Wydziat Chemii
. Gronostajowa 2, 30-387 Krakéw
UNMIWERSYTET JAGIELLONSKI P4l jdabrows@chemia.uj.edu.pl
W KRAKOWIE & (+48)126862464, 602348234

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana rozprawa jest dobrze przemys$lana i przygotowana,
zawiera elementy nowosci naukowej i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Na
wyréznienie zastuguje umiejetnos¢ rozwigzywania skomplikowanych probleméw naukowych w zakresie
interdyscyplinarnej tematyki. Doktorantka wykazata si¢ znajomoscia licznych technik badawczych. Praca
od strony jezykowej i redakcyjnej jest rowniez bardzo dobrze przygotowana. Przedstawione przeze mnie
uwagi krytyczne sg zaproszeniem do dyskusji podczas obrony, nie za§ wytknieciem bledow
merytorycznych wptywajacych na koncowa bardzo dobrag oceng pracy. Ponadto czgs¢ z postawionych
przeze mnie pytan mozna potraktowac jako sugestic do podjecia dalszych badan w celu glgbszego
zrozumienia opisanych procesow i wyjasnienia mechanizmoéw fotochemicznych i biologicznych.

Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, ze recenzowana praca w petni spetnia kryteria stawiane
kandydatom w Ustawie - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020r poz.85 z p6zn. zm.).
Wnosz¢ wigc do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o kontynuowanie postgpowania o nadanie stopnia doktora nauk biologicznych

i dopuszczenie Pani mgr Patrycji Ogonowskiej do publicznej obrony.
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Whiosek o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej

Po doktadnym przestudiowaniu rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze Autorka przygotowata
wartosciowg prace o niewatpliwych walorach naukowych. Doktorantka podjeta si¢ trudnej tematyki z
zakresu mikrobiologii, chemii medycznej i fotomedycyny. Stwierdzam, ze Doktorantka spelnia warunek
opublikowania czesci wynikow doktoratu w prestizowych recenzowanych czasopismach naukowych t. j.
Scientific Reports, Future Medicinal Chemistry, Frontiers in Microbiology, Lighting Research &
Technology, Frontiers in Medicine. Czasopisma te specjalizuja si¢ w publikowaniu interdyscyplinarnych
wynikow badan. Ponadto uwazam, ze przedstawione wyniki majg charakter rozwojowy w aspekcie
planowania protokotow terapeutycznych w badaniach przedklinicznych, a w przysztosci rowniez
Klinicznych.

Biorac pod uwage nowatorski charakter pracy, jej interdyscyplinarnos$é, niekwestionowalng
warto$¢ naukowg oraz oryginalno$¢ potwierdzong publikacjami w bardzo dobrych czasopismach
naukowych, z pelnym przekonaniem wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr
Patrycji Ogonowskiej.
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