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Recenzja pracy doktorskiej na stopien doktora w dziedzinie nauk Scistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie naukowej biotechnologia, mgr Klaudii Szymczyk

pod tytutem:

,,Fotodynamiczna inaktywacja wielolekoopornego Staphylococcus aureus i redukcja jego
wirulencji z wykorzystaniem nowych porfiryn koordynowanych jonami galu (111)”
(,,Photodynamic inactivation of multidrug-resistant Staphylococcus aureus and reduction of its
virulence using novel gallium(l11)-coordinated porphyrins”).

Praca zostata przedstawiona Radzie Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego

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

Zaktad Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej

Praca doktorska zostata oparta o trzy publikacje, dwie opublikowane o tacznym IF 9,8, i
MNiSW: 280 oraz jedng w trakcie przygotowania do druku:

1/ ,,Gallium Mesoporphyrin IX-Mediated Photodestruction: A Pharmacological Trojan Horse
Strategy To Eliminate Multidrug- Resistant Staphylococcus aureus”,

Klaudia Michalska, Michat Rychtowski, Martyna Krupinska, Grzegorz Szewczyk, Tadeusz
Sarna, and Joanna Nakonieczna Molecular Pharmaceutics 2022, 19, 5, 1434-1448,
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.1c00993, IF= 4.9, Q1, MNiSW = 140

2/ ,,Photoactivated Gallium Porphyrin Reduces Staphylococcus aureus Colonization on the
Skin and Suppresses Its Ability to Produce Enterotoxin C and TSST-1”

Klaudia Szymczak, Grzegorz Szewczyk, Michat Rychtowski, Tadeusz

Sarna, Lei Zhang, Mariusz Grinholc, and Joanna Nakonieczna, Molecular Pharmaceutics 2023,
20,10,5108- 5124, https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.3c00399

IF=4.9, Q1, MNiSW = 140

3/przygotowana do druku pt: ,,Harnessing light-activated gallium porphyrins to combat

intracellular Staphylococcus aureus in dermatitis: insights from a simplified model”
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Klaudia Szymczak, Michal Rychtowski, Lei Zhang, and Joanna Nakonieczna

Rekopis zostat przedstawiony w postaci spojnego tematycznie zbioru artykutow.

Tematem pracy doktorskiej mgr Klaudii Szymczyk jest ocena skutecznosci metody
fotodynamicznej w eradykacji bakterii Staphylococcus aureus, ktora jest Gram-dodatnim
patogenem, odpowiedzialnym za ponad 80% wszystkich skérnych infekcji, na ktorego
wirulencj¢ sktada si¢ produkcja toksyn, tworzenie biofilmu oraz zdolnos¢ do internalizacji do
komorek gospodarza, bakterii nalezacej do patogenow grupy ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa i gatunki Enterobacter), bedacych gléwng przyczyng infekcji na catym $wiecie
opornych na $rodki przeciwdrobnoustrojowe

Istotnym problemem zwiazanym z infekcjami bakteryjnymi, zwtaszcza gronkowcowymi jest
duza czestotliwo$¢ ich nawrotow. Z cytowanego przez Doktorantke pismiennictwa wynika, ze
u 39% pacjentow z zakazeniami skory (SSTI) dochodzi do nawrotu infekcji w ciggu trzech
miesigcy. U podstaw nawracajacych infekcji jest S. aureus nalezy zjadliwos$¢ bakterii i ich
przezycie wewnatrzkomorkowe w komorkach gospodarza. W czasach wspodtczesnych, ze
wzgledu na rosngcg antybiotykoopornos¢, poszukuje si¢ alternatywnych metod
przeciwdrobnoustrojowych, a jedng z opcji terapeutycznych jest terapia fotodynamiczna (ang.
antimicrobial photodynamic inactivation, aPDI), opierajaca si¢ na wspodtdzialaniu
fotouczulacza, $§wiatla i tlenu, prowadzac do reakcji fotobiochemicznych w efekcie ktorych
generowane sg reaktywne formy tlenu, ktore przyczyniajg si¢ do $mierci bakterii poprzez ich
destrukcje.

Recenzowana praca doktorska liczy wraz z bibliografig 153 strony. Autorka podzielita prace
na 9 rozdziatow, w tym wstep, cele pracy, kolejne rozdzialy to publikacja 1, publikacja 2,
publikacja 3-w trakcie przygotowania do druku, streszczenie, materialy uzupetniajace,
pismiennictwo i zatgczniki. Ponadto w pracy Doktorantka zamiescita wykaz skrotow, tabele i
ryciny.

We wstepie Autorka opisuje porfiryny koordynowane jonami galu (111) (Ga3+MPs), ktore sg
zwigzkami o podwojnej funkcjonalno$ci, czyli wykazuja wlasciwosci zwigzkow
fotosensybilizujagcych w §ciezce zaleznej od Swiatta, natomiast w $ciezce niezaleznej od Swiatla

blokuja metabolizm zalezny od jonow zelaza, nasladujac strukture naturalnego liganda — hemu.
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Wychwyt Ga3+MPs opiera si¢ na btonowych receptorach przechwytujacych hem, ktore
rozpoznaja te zwiazki jako naturalny ligand — hem 96.

Kolejnym rozdzialem sa cele pracy. Doktorantka skupita si¢ na badaniu wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych — aPDI, celem zmniejszenia  zjadliwosci 1  przezycia
wielolekoopornych bakterii- Staphylococcus aureus.

W  przeprowadzonych eksperymentach Doktorantka zbadata dwie modyfikowane
metaloporfiryny galu: gal mezoporfiryna IX (Ga3+MPIX) i kationowa porfiryne galu (Ga
3+CHP). W pierwszej czgsci pracy Autorka porownata skutecznos¢ tych dwoch zwigzkow
przeciwko Kilku szczepom S. aureus w zawiesinie kulturach i w biofilmie. W kolejnej czesci
Doktorantka ocenita wptyw aPDT na enterotoksyny gronkowcowe, a w trzeciej skoncentrowata
si¢ na strategiach aPDI i ocenie ich skuteczno$ci na modelu wewnatrzkomérkowego zakazenia
S. aureus w ludzkich keratynocytach (HaCaT).

Aby osiggna¢ cel gtowny Doktoranka obrata cele czastkowe, do ktorych zaliczyta:

1. Badanie skutecznosci aPDI z Ga3+MPIX i Ga 3+CHP przeciwko S.aureus w kulturach
zawiesinowych i modelu biofilmu,

2. Analizg wpltywu pozyskiwania hemu (Isd, Hts) i detoksykacji (HrtAB) na aPDI z
metaloporfirynami galu: Ga3+MPIX i Ga3+CHP,

3. Okreslenie wptywu aPDI z metaloporfirynami galu na wybrane czynniki zjadliwosci
produkowane przez S. aureus,

4. Oceng wptywu aPDI z metaloporfirynami galu na organizm przyleganie, internalizacja i
wewnatrzkomorkowa trwato$¢ S. aureus w modelu infekcji nawracajace;.

Wyniki badan Doktorantka opublikowata w czasopiSmie Molecular Pharmaceutics (wyd.
American Chemical Society).

W nastepnej czgsci rozprawy doktorskiej Doktorantka zamiescita dwie publikacje.

W mojej opinii, brakuje w tej rozprawie zamieszczenia opisu metodyki, wynikow, wnioskow i
dyskusji. Jednak nie ma tez $cistych redakcyjnych wytycznych Uniwersytetu Gdanskiego,
dotyczacych kryteriow przygotowania rozprawy doktorskiej realizowanej w formie cyklu
publikacji, stad trudno mi w sposéb jednoznaczny i arbitralny krytykowac forme redakcyjng
rozprawy doktorskiej przygotowanej przez Doktorantke.

Publikacja 1. Jednym z czynnikéw decydujacych o skutecznej inaktywacji fotodynamiczne;j
srodkow przeciwdrobnoustrojowych (aPDI) jest akumulacja zwigzku aktywowanego §wiatlem,
a mianowicie fotosensybilizatora (PS). W tej publikacji Doktorantka wykazata, ze
mezoporfiryna galu 1X (Ga3+MPIX) zapewnia podwoéjng funkcjonalno$s¢ — zaburzanie

metabolizmu Zelaza 1 skuteczno$¢ tego fotouczulacza w aPDI. Autorka wykazata, zZe
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Ga3+MPIX indukuje skuteczng (>5logl0 redukcja CFU/ml) fotodestrukcje bakterii ze
wzbudzeniem w obszarze absorpcji pasma Q przy stosunkowo niskiej cytotoksycznosci i
fototoksycznosci eukariotycznej. Mgr Klaudia Szymczyk wykazata, ze zmiany w strukturze
metaloporfiryny (grupy winylowe vs etylowe) nie zmienily znaczaco wlasciwosci
rozpoznawania zwigzku, ale wptynety na jego wtasciwosci biofizyczne.

Przedstawiona w publikacji metodyka jest jak najbardziej prawidtowa. Do naswietlan PDT
Doktorantka wykorzystata diod¢ elektroluminescencyjng (LED), emitujaca $wiatto zielone
(Amax = 522 nm, nate¢zenie promieniowania = 10,6 mW/cm2, FWHM = 34 nm.

Hodowle drobnoustrojow Doktorantka prowadzita w sposob standardowy. Probki aPDI byty
,fotouczulane” Ga3+MPIX, inkubowane w temperaturze 37°C w ciemnosci przez 10 minut i
naswietlane ré6znymi dawkami zielonego $wiatta do 31,8 J/cm?. Liczbe jednostek tworzacych
kolonie (CFU/ml) Doktorantka okreslita poprzez seryjne rozcieficzenia porcji po 10 ul i
wysianie komorek bakteryjnych na ptytki TSA. Warunki letalne i subletalne aPDI Autorka
zdefiniowata w publikacji powotujac si¢ na poprzednie doniesienia. Kazde doswiadczenie
przeprowadzata w trzech niezaleznych powtdrzeniach biologicznych.

Analiz¢ krzywej wzrostu Doktorantka przeprowadzita czytnikiem ptytek EnVision Multilabel
Plate Reader (PerkinElmer, USA), mierzac ggstos¢ optyczng (A = 600 nm) co 30 minut przez
16 godzin, inkubujac w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (150 obr/min).

Nastepnie przeprowadzita czasowo rozdzielczg detekcje fosforescencji tlenu singletowego
przy dtugosci fali 1270nm, spektroskopi¢ elektronowego rezonansu paramagnetycznego,
zwang rowniez elektronowym rezonansem spinowym, zywotnos$¢ testem MTT, analize
dynamiki wzrostu komorek w czasie rzeczywistym, kumulacje fotouczulacza oraz
obrazowanie za pomocg mikroskopu konfokalnego

Analize statystyczng Doktorantka przeprowadzita przy uzyciu GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, Inc., Kalifornia, USA). Zmienne ilo$ciowe scharakteryzowala za pomoca $redniej
arytmetycznej 1 odchylenia standardowego $redniej. Dane analizowala za pomoca
dwuczynnikowej analizy ANOVA 1 testu wielokrotnych poroéwnan Tukeya. Warto$¢ p <0,05
wskazywata na istotng réznice.

Nastepnie przedstawita obszernie otrzymane wyniki, przeprowadzita nienagannie i
perfekcyjnie dyskusje, konkludujac, ze Ga3+MPIX dziala dwojako: niezaleznie od §wiatla
(blokujac metabolizm zelaza) lub w zaleznosci od S$wiatla (dzialanie fotodynamiczne).
Potwierdzita w swoich eksperymentach, ze ten typ dwukierunkowego mechanizmu dziatania
zapewnia bardzo dobrag ochron¢ przed selekcja mutantéw S. aureus odpornych na

fotodestrukcje. Wzbudzenie Ga3+MPIX zielonym $wiattem w obszarze absorpcji pasma Q
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spowodowato w eksperymentach Doktorantki eradykacje bakterii (redukcja > 5log10 CFU/ml)
przy jednoczesnym zachowaniu wzglednego bezpieczenstwa dla badanych komorek
eukariotycznych. Ponadto Autorka wykazata, ze aPDI za posrednictwem Ga3+MPIX wykazuje
skutecznos¢ zalezng od Fe, a hem ma dzialanie ochronne, co wskazuje na znaczenie
specyficznych systemow transportu hemu w badanym systemie aPDI. Doktorantka wykazata,
ze pomimo zmian strukturalnych wokoét pier§cienia porfirynowego, Ga3+MPIX byl w stanie
utrzymac swoja podwdjna funkcjonalnos¢, co moze dawac implikacje na wyzsza efektywnos¢
dziatania fotodynamicznego.

W drugiej publikacji stanowigcej wktad do rozprawy doktorskiej, Doktorantka kontynuowata
badania i rozwazania nad kationowa hemmimetyczng porfiryna galu (Ga3+CHP), jako
srodkiem majacym dzialanie toksyczne na gronkowca, dziatajacym poprzez podwdjny
mechanizm: zalezny od $wiatla (antybakteryjna inaktywacja fotodynamiczna, aPDI) i $wiatlo -
niezalezny (hamujacy metabolizm zelaza).

Doktorantka przeprowadzita eksperyment aPDI na modelu skory $winskiej ex vivo. Analize
mutagenno$ci przeprowadzita przy uzyciu zestawu Ames Penta 2 (Xenometrix, Allschwil,
Szwajcaria), a wszystkie etapy przeprowadzita zgodnie z protokotem producenta.
Doktorantka zbadata komorki skory HaCat z wyciszong ekspresja FLG (FLG sh) i prawidtowa
ekspresja genu FLG (FLG ctrl) pod katem foto- i cytotoksycznos$ci za pomoca testu MTT i
dynamiki wzrostu komorek przy uzyciu analizatora komorek w czasie rzeczywistym
XCELLigence (RTCA) (ACEA Biosciences) Inc., USA).

Do analizy dynamiki wzrostu komorek w czasie rzeczywistym kazda lini¢ komorkowa
Doktorantka hodowata na dzien przed terapig, a eksperymenty przeprowadzata w w siedmiu
powtorzeniach

Nastepnie Doktorantka dokonata analizy ekspresji genow qRT-PCR, przeprowadzajac izolacje¢
I oczyszczanie RNA, odwrotng transkrypcje i qPCR zgodnie z wczesniej opublikowanymi
danymi. W kolejnym etapie eksperymentu Autorka przeprowadzita immunodetekcje Western
Blot. S. aureus 5 N hodowata w TSB az do osiggniecia logarytmicznej fazy wzrostu (OD600 =
1,5), a nastepnie traktowata subletalnymi dawkami aPDI przy uzyciu kazdego testowanego
zwigzku. Stezenie biatka catkowitego w badanych probkach oznaczata przy uzyciu zestawu RC
DC Protein Assay Kit | (Bio-Rad, USA) w oparciu o krzywa standardowa sporzadzong na
podstawie wzorca biatka y-globuliny (Bio-Rad, USA). Standardowe biatka i lizaty SEC lub
TSST-1 (Toxin Technology, Inc., USA) rozdzielata metodg SDS-PAGE przy 180 V przez 1

godzing, i dokonywata kolejnych oznaczen zgodnie z przyjetymi standardami metodyki.
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W przeprowadzonym eksperymencie wykazata, ze Ga3+CHP aktywowany zielonym §wiatlem
skutecznie zmniejszat przezycie klinicznych izolatéw S. aureus, pochodzacych od pacjentow z
atopowym zapaleniem skory (AD) (>5 logl0 CFU/mI), jednocze$nie wptywajac na ekspresje
ich genu enterotoksyny. Doktorantka nie wykazata wyraznej toksyczno$ci aPDI w
keratynocytach HaCaT zarowno przy prawidtowej, jak i sttumionej ekspresji genu filagryny,
wystepujacego u okoto 50% pacjentéw z AD. Dodatkowo Doktorantka nie zaobserwowata
dziatania mutagennego. Konkludujac stwierdzita, ze metaloporfiryny galu aktywowane
Swiatlem zielonym mogg by¢ obiecujgcym srodkiem chemioterapeutycznym ograniczajacym
kolonizacje S. aureus na skorze pacjentow z AD.

W trzeciej dotaczonej publikacji, bedacej  kontynuacja mysli poprzednich dwoéch
manuskryptow, Doktorantka scharakteryzowata i wykorzystata model keratynocytow
(zarowno typu dzikiego, jak 1 mutantdéw z zmniejszona ekspresja filagryny) zakazonych
opornymi na metycyling S. aureus (MRSA), w celu sprawdzenia mozliwo$¢ zastosowania
zwigzkow aktywowanych $wiattem, na przyktadzie hemumimetycznego galu (III) porfiryna
(Ga3+CHP) i $wiattem widzialnym (aPDI) oraz w celu wyeliminowania
wewnatrzkomorkowego MRSA. Autorka zaobserwowata, ze Ga3+CHP gromadzit si¢ w
wyzszym stezeniu w zakazonych komorkach, w poréwnaniu z komérkami niezainfekowanymi.
W metodach badawczych opisala i zastosowala cytometri¢ przeplywowa i mikroskopie
fluorescencyjng. Doktorantka wykazata, ze zastosowanie aktywowanego swiattem Ga3+CHP
spowodowato znaczacy spadek liczby bakterii zewnatrzkoméorkowych w  uktadzie
infekcyjnym, obnizajac potencjat do dalszej infekcji komorek gospodarza. Ponadto
Doktorantka potwierdzita, ze zaproponowane podejscie skutecznie ogranicza infekcje
keratynocytow opornymi na metycyling S. aureus, a takze jego adhezje do komorek
gospodarza, przy jednoczesnym poswiadczeniu, ze pozostajg bezpieczne dla komorek
gospodarza, nie wykazujac na nie dziatania foto- i cytotoksycznego.

Takze w tej publikacji Doktorantka perfekcyjnie przedstawita wyniki, brawurowo
przeprowadzita dyskusje 1 wysnuta celne wnioski z perspektywg wykorzystania wynikéw w

badaniach klinicznych.

Podsumowanie

Cato$¢ pracy doktorskiej mgr Klaudii Szymczyk oceniam bardzo wysoko. Publikacje zostaty
sumiennie przygotowane, a otrzymane wyniki sa wazne z punktu widzenia przysztych badan
podstawowych i klinicznych. Doktorantka rozwigzala rozwazany w pracy problem naukowy,

stosujac przy tym poprawny warsztat badawczy.
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Majac zatem na uwadze osiggnigte wyniki oraz obowigzujace przepisy o stopniach i tytutach
naukowych, wnosze¢ do o dopuszczenie mgr Klaudii Szymczyk do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Doktorantka przedstawita cieckawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany
model eksperymentalny  z wykorzystaniem wysokiej klasy aparatury naukowo-badawczej.
Autorka pracy dowiodta tym samym, ze potrafi przeprowadzi¢ wzorowo eksperyment naukowy
a nastepnie opracowaé uzyskane wyniki badan 1 w sposéb przejrzysty przedstawié je
czytelnikowi.

7 obowigzku recenzenta rozprawy doktorskiej musze jednakze zwrdci¢ uwage na fakt
braku w rozprawie zebrania w cato$¢ wszystkich wynikow z zalgczonych trzech
manuskryptow, podania celu pracy wspolnego i wynikajacego z wszystkich zalgczonych
publikacji, opisu metodyki, wynikow, wnioskow i dyskusji. Doktorantka rozprawe skrocita do
wstepu 1 zatgczenia publikacji. OczywisScie wszystko jest zawarte w manuskryptach i tam
perfekcyjnie przedstawione, co potwierdzili wczesniej znakomici recenzenci dopuszczajac
pracg do druku w tak poczytnych i wysoko punktowanych czasopismach, niemniej jednak
wydaje si¢ celowym udokumentowanie i scalenie tych informacji aby z tych trzech publikacji
wytoni¢ autorska dysertacje mgr Klaudii Szymczyk, co nie wyklucza faktu udziatu i
wspotautorstwa Doktorantki w publikacjach.

Ponadto, moim zdaniem, streszczenie powinno zawiera¢ przede wszystkim cel pracy, krotkie
omoéwienie metodyki, wynikoéw i wnioski, podczas gdy Autorka skupia si¢ przede wszystkim
na wstepie, natomiast niemal catkowicie pomija metodyke.

Pomimo tych uwag gtéwnie o charakterze redakcyjnym, bardzo wysoko oceniam temat
dysertacji, pracochtonng i opartg na wspotczesnych standardach metodyke, Swietne, w aspekcie
wykorzystania metody fotodynamicznej do leczenia zakazen wyniki, znakomite konkluzje z
przeprowadzonych eksperymentow, jak tez, co powtarzam, brawurowo przeprowadzong
dyskusje w publikacjach, co czg¢sto doktorantom sprawia ogromng trudnos¢.

Warte podkreslenia sg warto$ci naukowe 1 poznawcze powyzszej dysertacji, do ktorych
zaliczam:

1. Trafnos¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnosc,

2. Duze znaczenie uzyskanych rezultatow, opisanych w publikacjach, dla nauki i
praktyki, w tym mozliwosci ich bezposredniego przetozenia na badania kliniczne i
bezposrednie zastosowanie praktyczne,

3. Sumiennos¢, rzetelnos¢ naukowsg, doskonaly warsztat metodyczny, nowoczesne
techniki badawcze

4. Trafnos¢ doboru metod i narzgdzi badawczych, umiejegtnosci ich zastosowania
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5. Doskonata szata graficzna w publikacjach

6. Wilasciwy dobor literatury i umiejetnosé wykorzystania zrodet bibliograficznych w
dyskusjach przedstawionych w publikacjach;

7. Nowatorski i aktualny w aspekcie chorob cywilizacyjnych charakter badan,

8. Rozwojowy charakter pracy, zwlaszcza w aspekcie wykorzystania powyzszych

wynikow w badaniach klinicznych
Whiosek koncowy

Publikacje zostaty sumiennie przygotowane, a otrzymane wyniki sg wazne z punktu widzenia
przysztych badan podstawowych i klinicznych. Doktorantka rozwigzata rozwazany w kazdej z
zalaczonych prac problem naukowy, stosujac przy tym poprawny warsztat badawczy. Na
podstawie wymienionych przeze mnie wysokich aspektdow naukowych i1 poznawczych
powyzszej dysertacji przedstawionej w postaci zatagczonych publikacji uwazam, ze rozprawa
mgr Klaudii Szymczyk spetnia wymogi ustawowe (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.;
Dz.U. 2 2018 r. poz.1668 — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) 1 zwyczajowe wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego 0
kontynuowanie postepowania o nadanie mgr Klaudii Szymczyk stopnia doktora w dziedzinie

nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie naukowej biotechnologia.

Whiosek o wyroznienie
Wyniki bezposrednio zwigzane z badaniami realizowanymi przez mgr Klaudi¢ Szymczyk w
ramach przygotowania rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w prestizowych
recenzowanych czasopismach naukowych. Publikacje powyzsze przedstawiajag wysokie
wartos$ci naukowe i poznawcze, stad sktadam wniosek o wyrdznienie dysertacji, motywujac
swoja decyzje trafnym wyborem problematyki badawczej przez Doktorantke, oryginalnym
tematem, trudnym i nowatorskim warsztatem metodycznym, z ktérym swietnie sobie poradzita,
wysoka wartoscig naukows i istotnym wktadem uzyskanych wynikow w rozwdj fotobiologii,

mikrobiologii biotechnologii oraz medycyny.
Z powazaniem

Bytom, 20.12.2023r Aleksandra Kawczyk-Krupka

Elektronicznie podpisany przez akrupka
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