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Recenzja pracy doktorskiej na stopien doktora w dziedzinie nauk Scistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej

pod tytulem:
»Metoda fotodynamiczna jako potencjalne narzedzie eradykacji Staphylococcus aureus

kolonizujacego chorych z atopowym zapaleniem skory”

wykonana pod kierunkiem Pani Promotor dr hab. Joanny Nakoniecznej, profesora UG

Zaktad Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej

Tematem pracy doktorskiej jest ocena skutecznosci metody fotodynamicznej w eradykacji
bakterii Staphylococcus aureus, kolonizujacych chorych z atopowym zapaleniem skory.
Praca powyzsza powstala dzigki finansowaniu ze $rodkéw Grantu NCN OPUS ,Wplyw
przeciwdrobnoustrojowej fotoinaktywacji na wirulencj¢ szczepéw Staphylococcus aureus
kolonizujacych chorych z atopowym zapaleniem skory: badania in vitro oraz in vivo.”
Grant nr 2017/27/B/NZ7/02323

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej zostata przygotowana w
oparciu o wyniki wlasnych badan i napisana w sposob typowy dla rozpraw doktorskich z
podziatem na nastepujace rozdzialy: wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. wstegp, cele pracy, material i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, literatura,
suplement, wykaz rycin i tabel, dorobek naukowy.
Catos¢ rozprawy liczy 187 stron i obejmuje 17 tabel oraz 24 ryciny.
Rozprawe rozpoczyna spis tresci, z wykazem stosowanych skrotow, tabel oraz rycin. Wstep
liczy 27 stron, na ktorych Doktorantka opisuje atopowe zapalenie skory, kolonizacj¢ skory
przez S. aureus u pacjentdw z AZS, czynniki sprzyjajace kolonizacji S. aureus oraz czynniki
wirulencji S. aureus majace wptyw na zaostrzenie przebiegu AZS, systemy regulacji toksyn,

genotypowanie szczepow S. aureus wyizolowanych od pacjentéw z AZS, dekolonizacje skory



u pacjentow z AZS, terapi¢ fotodynamiczng jako skuteczng metode¢ eradykacji S. aureus oraz

terapi¢ fotodynamiczng w praktyce kliniczne;.

Kolejnym rozdziatem sa cele pracy. Doktorantka skupita si¢ na charakterystyce genotypowe;j
klinicznych izolatow Staphylococcus aureus pozyskanych od pacjentdéw z atopowym
zapaleniem skory w populacji polskiej, analizie efektywnos$ci metody fotodynamicznej wobec
izolatéw klinicznych 1 szczepdéw referencyjnych Staphylococcus aureus, ocenie wplywu
metody fotodynamicznej na ekspresje genéw  kodujacych  kluczowe toksyny
gronkowcowe na poziomie transkryptu i bialka oraz weryfikacji efektywnosci metody
fotodynamicznej w uktadzie ex vivo na modelu $winskiej skory oraz in vivo na modelu

kolonizacji mysiej skory przez bakterie Staphylococcus aureus.

W dalszych rozdziatach Autorka przedstawia wykorzystane materialy oraz metody badawcze.
Doktorantka do badan uzylta grupy szczepdw Staphylococcus aureus, byly to izolaty pozyskane
od pacjentow z atopowym zapaleniem skory (n=139, 88 dorostych i 51 dzieci), z Katedry 1
Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Grupa kontrolng byly izolaty pozyskane od pacjentéw bez cech atopii (n=39),

stanowigce kolekcje Zaktadu Fotobiologii 1 Diagnostyki Molekularnej, Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed. Doktorantka opisala warunki hodowli, roztwory i
bufory, odczynniki do izolacji DNA, startery do amplifikacji DNA w reakcji PCR, odczynniki
do amplifikacji DNA w reakcji PCR, odczynniki do elektroforezy agarozowej kwaséw
nukleinowych, Odczynniki do prowadzenia hodowli komdrek eukariotycznych, odczynniki do
badania foto- i cytotoksycznos$ci zwigzkéw fotouczulajacych, odczynniki do monitorowania
wzrostu 1 zywotnosci komorek eukariotycznych —system xCEL Ligence, odczynniki do izolacji
1 doczyszczania RNA, odczynniki do syntezy cDNA, startery do amplifikacji cDNA w reakcji
qPCR, odczynniki do reakcji qPCR, do izolacji i rozdziatu bialek, odczynniki do testu pomiaru
aktywnosci toksyn (test proliferacji) oraz do testu ELISA (IL-2), Odczynniki do modelu ex
vivo $winskiej skoéry, Odczynniki do mysiego modelu kolonizacji skory przez S. aureus,
fotouczulacze, w tym r6z bengalski i biekit metylenu, ktore stosowata w dos§wiadczeniach.
Eksperymenty naswietlania Doktorantka przeprowadzita przy uzyciu diod emitujacych swiatto
(LED), przygotowanych na zamowienie dla Zaktadu Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej
przez firm¢ EMD Technology (Warszawa,Polska) oraz Cezos LED modules (Gdynia, Polska).
W badaniach wykorzystano trzy zrodta §wiatla: Swiatto zielone o maksimum emisji 515 nm

(badania in vitro), $wiatto zielone o maksimum emisji 530-535 nm (badania ex vivo i in vivo)



oraz §wiatto czerwone o maksimum emisji 632 nm (Ryc. 5). W przypadku $wiatta zielonego
(Amax=515 nm) stosowano 50% mocy maksymalnej (35 mW/cm2), $wiatla zielonego
(Amax=530-535 nm) stosowano 100% mocy (10,6 mW/cm2), a w przypadku S$wiatla
czerwonego — 100% mocy (20 mW/cm?2). Peing charakterystyke lamp Doktorantka opisata we
wczesniejszej publikacji (Lighting Research & Technology ,2019).

Obliczenia statystyczne Doktorantka wykonata przy uzyciu pakietu STATISTICA 12 (StatSoft
Inc., 2014) oraz GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,Inc., USA, 2015). Dla wszystkich
testow statystycznych warto$¢ p < 0,05 okreslano jako istotng statystycznie.

Izolacj¢ genomowego DNA bakteryjnego Autorka przeprowadzila z uzyciem zestawu
Genomic Mini (Materiaty, 6.4., A&A Biotechnology, Polska).

Doswiadczenie Doktorantki opierato si¢ na analizie czterech grup badawczych:

(1) L(-) PS(-) — komorki nietraktowane, przechowywane w ciemnosci

(2) L(+) — komorki traktowane $wiattem

(3) PS(+) — komorki traktowane fotouczulaczem i przechowywane w ciemnosci

(4) aPDI — komorki traktowane fotouczulaczem i $wiatlem

Do komorek bakteryjnych traktowanych fotouczulaczem, Doktorantka dodawata fotouczulacz
w okre$lonych st¢zeniach, a nastgpnie komorki bakteryjne naswietlata rosnagcymi

dawkami $wiatta w zakresie 10-40 J/cm2 dla $§wiatla zielonego oraz 35-45 J/cm2 dla $wiatta
czerwonego.

Badanie cyto- i fototoksycznosci zwigzkow fotouczulajacych wykonata testem MTT.

Izolacj¢ catkowitego RNA bakteryjnego wykonata przy uzyciu zestawu Syngen

Blood/Cell RNA Mini Kit (Materiaty, 6.11., Syngen, Polska)

W punkcie 7 Doktorantka opisata metodyke, w tym izolacj¢ genomowego DNA bakteryjnego,
amplifikacjag gendw toksyn oraz regionu VNTR genu spa S. aureus, przeciwbakteryjna
inaktywacja fotodynamiczna (aPDI) badanie cyto- 1 fototoksycznosci zwigzkéw
fotouczulajacych (test MTT) , monitorowanie wzrostu i Zywotno$ci komoérek eukariotycznych
w systemie CELLigence , przeciwbakteryjng inaktywacj¢ fotodynamiczng (aPDI) w warunkach
subletalnych (badanie ekspresji gendéw toksyn, izolacje catkowitego RNA bakteryjnego,
doczyszczanie, odwrotng transkrypcjag, wybor stabilnego genu referencyjnego, reakcjag qPCR
przeciwbakteryjng inaktywacj¢ fotodynamiczng (aPDI) w warunkach subletalnych (badanie
produkcji toksyn na poziomie biatka) i przygotowanie |bakteryjnych lizatow biatkowych,
Western Blot, pomiar st¢zenia catkowitego biatka w lizatach biatkowych, rozdziat biatek
metoda elektroforezy w zelach poliakryloamidowych w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE, ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ,transfer i



wykrywanie biatka na membranie, pomiar aktywnosci toksyn (test proliferacji komorek PBMC
oraz test ELISA na obecno$c¢ IL-2) ,weryfikacje efektywnosci aPDI — model ex vivo $winskiej
skory oraz efektywnos$ci aPDI na mysim modelu kolonizacji skory przez S. aureus.

W rozdziale 8 Autorka przedstawita wyniki pod postacig 24 rycin oraz 14 tabel, wykazujac, iz
wigkszos$¢ S. aureus wyizolowanych od pacjentow z AZS posiada geny badanych toksyn oraz
ze aPDI wykazuje wysoka skuteczno$¢ przeciw S. aureus in vitro, niezaleznie od obecnos$ci
genow toksyn, aPDI z uzyciem RB ze §wiatlem zielonym nie wptywa na zywotno$¢ komorek
eukariotycznych oraz ze subletalne warunki aPDI powoduja zmian¢ ekspresji gendéw
kodujacych toksyny, ale nie powoduja zmian ilo$ci bialek toksyn.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka bardzo dokladnie przedstawila w formie graficznej
praktycznie wszystkie uzyskane wyniki, co w duzym stopniu utatwia czytelnikowi odbior tej
pracy. Doskonata szata graficzna- wlasny projekt i staranne, przejrzyste wykonanie rysunkow
1 schematow, $wietna jako$¢ 1 doktadno§¢ wykonanych zdje¢ z monitorowania sygnatlu
bioluminescencyjnego w procesie kolonizacji mysiej skory bakteriami S. aureus oraz obrazu
histologicznego mysiej skory poddanej procedurze tape-stripping i skolonizowanej bakteriami
S. aureus.

Kolejnym rozdziatem dysertacji jest Dyskusja, przedstawiona na kolejnych 17 stronach
rozprawy, zawierajgca analize wlasnych wynikéw i ich brawurowe zestawienie z dostepnymi
danymi literaturowymi, omawianiem ich ptynnie w tezie badZz antytezie w stosunku do
wynikow innych autoréw, za co nalezy Doktorantk¢ pochwali¢, poniewaz zwykle ten rozdziat
sprawia mtodym autorom prac naukowych wiele ktopotow. Spis literatury imponuje ich liczba-
Autorka zebrala 309 pozycji piSmiennictwa, pochodzacych gtownie z ostatnich 10-20 lat.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia wnioski, ktore korespondujg i
odpowiadaja na postawione cele pracy. Autorka na podstawie przeprowadzonych
eksperymentdw i1 po analizie wynikow konkluduje, ze izolaty S. aureus pochodzace od
pacjentdéw z AZS stanowig wysoce zréznicowang pod katem genetycznym populacje, ze
efektywnos¢ aPDI wobec szczepow S. aureus od pacjentow z AZS nie zalezy od wirulencji
zwigzanej z toksynami gronkowcowymi, ze subletalne warunki aPDI powoduja spadek
ekspresji gendw enterotoksyn A, B, C, D i wzrost ekspresji genu toksyny TSST-1, natomiast
nie wplywaja na poziom analizowanych bialek toksyn gronkowcowych w warunkach in vitro.
Ponadto Autorka udowadnia, ze aPDI powoduje utrat¢ aktywnos$ci toksyn gronkowcowych, a
16z bengalski ze $wiattem zielonym powoduje spadek przezywalno$ci S. aureus i obniza
poziom toksyn gronkowcowych w modelu ex vivo i in vivo, co potencjalnie stanowi skuteczng

opcje terapeutyczng w zwalczaniu S. aureus bytujacego na skorze.



Autorka do$¢ powsciagliwie przedstawita powyzsze wnioski, nie ustrzegla si¢ jednak
wrazeniu, ze bardziej stanowig one podsumowanie wynikow. Z drugiej jednak strony, mozna
to usprawiedliwi¢ ostroznos$cig i rozsagdkiem Doktorantki w wycigganiu wnioskow klinicznych,
ktérych by$Smy oczekiwali chcae rozwingé metode fotodynamicznej dezaktywacji bakterii na
badania kliniczne i mozliwo$¢ jej zastosowania u chorych z atopowym zapaleniem skory, ktore
stanowi niezwykle trudng jednostk¢ chorobowa, czesto nie poddajaca si¢ leczeniu
konwencjonalnemu, wymagajaca leczenia immunosupresyjnego lub biologicznego,

niepozbawionego efektow ubocznych.

Calos¢ pracy doktorskiej mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej oceniam bardzo
wysoko. Doktorantka przedstawita ciekawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany model
eksperymentalny  z wykorzystaniem wysokiej klasy aparatury naukowo-badawczej. Autorka
pracy dowiodla tym samym, Ze potrafi przeprowadzi¢ wzorowo eksperyment naukowy a
nastgpnie opracowaé uzyskane wyniki badan i w sposob przejrzysty przedstawié je
czytelnikowi.

Z obowiazku recenzenta rozprawy doktorskiej musz¢ jednakze zwrdci¢ uwage na
pewne niedociggnigcia zauwazone przeze mnie w trakcie lektury manuskryptu.

Ponizej wymieniam nieliczne uwagi, ktére nie umniejszaja wysokiej oceny, jaka
wystawiam Doktorantce:

1. W spisie tresci, konsekwentnie autorka powinna stosowa¢ nazewnictwo w jezyku
polskim, tak wiec, moim zdaniem, zamiast stowa ,,Abstract” powinno by¢:
»streszczenie w jezyku angielskim”. Ponadto do$¢ niekonwencjonalnie, ale
interesujaco przedstawiony jest spis tresci wynikdéw- tytuly podrozdzialow to ich
podsumowanie,

2. Streszczenie pomimo wszystko powinno zawiera¢ przede wszystkim cel pracy,
krotkie omoéwienie metodyki , wynikow i wnioski, podczas gdy Autorka skupia si¢
przede wszystkim na wstepie, natomiast catkowicie pomija metodyke,

3. W pracy pojawiaja si¢ drobne bledy stylistyczne, interpunkcyjne, gramatyczne i
edytorskie,

4. Autorka nie ustrzegla si¢ powtarzania skrétow wraz z ich pelnym tytutem lub
objasnieniem, cho¢ powinno to wystapi¢ tylko podczas pierwszego przytaczania
danego terminu, a potem konsekwentnie juz uzywac skrotu, lub dla podkreslenia

istoty sprawy siegnigcie po forme rozbudowang, bez skrotu



5.

Brak informacji dotyczacych zgody Komisji Bioetycznej na wykonanie

powyzszych badan

Warte podkreslenia sa warto$ci naukowe i poznawcze powyzszej dysertacji, do ktorych

zaliczam:

1.

© 2w

10.
11.

Trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalno$¢ oraz ciaglos¢
logicznego wywodu,

Duze znaczenie uzyskanych rezultatow dla nauki i praktyki, w tym mozliwos$ci ich
bezposredniego przetozenia na badania kliniczne i bezpo$rednie zastosowanie
praktyczne,

Sumiennos¢, rzetelno$¢ naukowsa, doskonaly warsztat metodyczny, nowoczesne
techniki badawcze

Poprawno$¢ formalno-jezykowa, stylistyczng 1 interpunkcyjng- doktorantka
postuguje si¢ poprawnym slownictwem, charakterystycznym dla prac naukowych,
medyczny jezyk angielski jest prawidiowy,

Trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania
Poprawno$¢ uktadu pracy, struktury podziatu tresci,

Umiejetnos$¢ formutowania celéw pracy oraz w odpowiedzi na nie wnioskow
Doskonata szata graficzna- wlasny projekt i1 staranne, przejrzyste wykonanie
rysunkéw 1 schematow, S$wietna jako$¢ 1 doktadno§¢ wykonanych zdje¢ z
monitorowania sygnatu bioluminescencyjnego w procesie kolonizacji mysiej skory
bakteriami S. aureus oraz obrazu histologicznego mysiej skory poddanej procedurze
tape-stripping i skolonizowanej bakteriami S. aureus.

Wiasciwy dobor literatury i umiejetno$¢ wykorzystania zrodet bibliograficznych w
dyskusji ,

Nowatorski 1 aktualny w aspekcie chordb cywilizacyjnych charakter badan,
Rozwojowy charakter pracy, zwlaszcza w aspekcie wykorzystania powyzszych

wynikow w badaniach klinicznych

Whiosek koncowy

Szczegdtowa i1 wnikliwa ocena osiggni¢¢ naukowo-badawczych mgr Patrycji Krystyny

Ogonowskiej upowaznia mnie do wyrazenia wysoce pozytywnej opinii. Dojrzato$é naukowa

Doktorantki poparta jest zdolnoScig do analitycznego myslenia 1 trafnego wyciggania



wnioskow. Rozprawa doktorska udowadnia, ze mgr Patrycja Krystyna Ogonowska jest
dojrzatym pracownikiem naukowym, w pelni zdolnym do realizowania samodzielnych,

tworczych koncepcji naukowych zashugujacych na stopien naukowy doktora medycyny.

Na podstawie wymienionych przeze mnie wysokich aspektéw naukowych i
poznawczych powyzszej dysertacji uwazam, ze rozprawa mgr Patrycji Krystyny
Ogonowskiej spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
kontynuowanie postgpowania o nadanie mgr Patrycji Krystyny Ogonowskiej  stopnia

doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Whiosek o wyroznienie

Na podstawie wymienionych wyzej warto$ci naukowych i poznawczych powyzszej
dysertacji, skladam wniosek o jej wyrdznienie, motywujac swoja decyzj¢ trafnym wyborem
problematyki badawczej przez Doktorantke, oryginalnym tematem, trudnym i nowatorskim
warsztatem metodycznym, z ktérym $§wietnie sobie poradzila, wysoka warto$cig naukowg i

istotnym wktadem uzyskanych wynikow w rozwoj fotobiologii, mikrobiologii oraz medycyny.

Z powazaniem

Bytom, 20.08.2022r Aleksandra Kawczyk-Krupka



