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Recenzja pracy doktorskiej mgr Grzegorza Fila, zatytulowanej ,,Wplyw fototerapii z
uzyciem $wiatta 405 nm na czynniki wirulencji Pseudomonas aeruginosa”, wykonanej
na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Coraz szybszy, trudny do zatrzymania, wzrost opornosci bakterii na znane antybiotyki
wymaga opracowania nowych skutecznych strategii przeciwbakteryjnych. Wéréd
alternatywnych terapii do zwalczania opornych mikrobéw szczegéing nadzieje poktada sie w
tzw. przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (aPDI), polegajacej na uzyciu barwnika
o wiasciwosciach fotosensybilizatora, ktéry po aktywacji $wiattem widzialnym generuje w
komoérkach bakterii tzw. reaktywne formy tlenu, czyli wzbudzony tlen singletowy oraz
produkty czesciowej redukcji tlenu czgsteczkowego. aPDI nadaje si¢ do leczenia
zlokalizowanych infekcji, przy czym terapii tej nie towarzyszy pojawienia sie¢ wzmozone;j
opornosci mikrobéw. Niestety, aPDI posiada powazne ograniczenia i niektore barwniki
fotosensybilizujace s3a nieskuteczne w indukcji stresu oksydacyjnego niezbednego dla
zabicia bakterii. Taka sytuacja dos¢ czesto wystepuje w przypadku Gram-ujemnych bakteri,
ktérych zewnetrzna btona jest praktycznie nieprzepuszczaina dla ujemnie natadowanych
czgsteczek takich fotosensybilizatorow jak barwniki ksantenowe i niektére pochodne porfiryn.
Brak aktywnosci aPDI tych fotosensybilizatoréw mozna ttumaczy¢ nieefektywnym
oddziatywaniem krétko-zyjacych reaktywnych form tlenu, generowanych poza komoérkg
bakteryjna z jej kluczowymi sktadnikami, ktdrych krytyczna modyfikacja prowadzi do
inaktywacji bakterii. Pomimo istotnego nasilenia fotodynamicznej inaktywacji zarébwno Gram-
dodatnich jak i Gram-ujemnych bakterii przy udziale kationowych i anionowych
fotosensybilizatoréw poprzez wprowadzenie do srodowiska bakterii wysokich stezen
pseudohalogenkéw, metode ta trudno uznaé za uniwersalng, szczegdlnie w leczeniu
zakazen bakteryjnych u ludzi.

Interesujaca alternatywa dla typowej aPDI, jest fototerapia z uzyciem krotkofalowego
promieniowania widzialnego, czyli $wiatta fioletowego, bez egzogennych
fotosensybilizatoréw. Okazuje sie, ze promieniowanie fioletowe w odpowiednich dawkach
zdolne jest do efektywnej inaktywacji Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii a takze
drozdzy i pleéni. Chociaz doktadny mechanizm inaktywacii bakterii przy pomocy $wiatta
fioletowego nie jest jeszcze poznany, postuluje sie, Ze kluczows role odgrywaja reaktywne
formy tlenu fotogenerowane przez endogenne barwniki takie jak porfiryny czy flawiny.

Ta wazng i aktualng tematyka badawcza zajmowat sie mgr Grzegorz Fila, a efektem jego
badarn sg wyniki przedstawione w pracy doktorskiej zatytutowanej ,Wptyw fototerapii z
uzyciem $wiatta 405 nm na czynniki wirulencji Pseudomonas aeruginosa’, ktora zostata
wykonana na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
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Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Promotorem recenzowanej pracy doktorskiej jest
prof. dr hab. Krzysztof Piotr Bielawski a promotorem pomocniczym dr hab. Mariusz Stanistaw
Grinholc z Zaktadu Diagnostyki Medycznej.

Praca doktorska mgr G. Fila sktada sie z dwu czeéci: 15-stronicowego opracowania po
polsku, oraz trzech prac doswiadczalnych, ktére zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach zagranicznych. W polskiej czesci pracy doktorskiej znajduja sie - zwiezte
.Streszczenie”, Wprowadzenie”, ,Hipoteza i cele pracy”, ,Plan pracy” i krétkie
,Podsumowanie”. We Wprowadzeniu doktorant uzasadnia wybér P, aeruginosa jako obiektu
swoich badan. Ma to zwigzek ze wzrastajgca liczbg zakazen z udziatem P. aeruginosa,
zwtaszcza w srodowisku szpitalnym, przy czym zakazenia te stajg sie bardzo niebezpieczne
dla pacjentow. Okazuje sie, ze pateczki ropy biekitnej moga wywotywacé ostre lub przewlekte
infekcje drog oddechowych, drég moczowych, ucha Srodkowego i zatok, centralnego uktadu
nerwowego i gatki ocznej oraz uktadu krwiono$nego, czesto charakteryzujgce sie ciezkim i
skomplikowanym przebiegiem. Ze wzgledu na opornos¢ w stosunku do wielu antybiotykdw,
tempo patogenezy, wysoka wirulencje i odsetek $miertelnych zakazen, P. aeruginosa zostata
zaliczona do szczegodlnie niebezpiecznej grupy bakterii zwanych ESKAPE. W zaistniatej
sytuacji koniecznym jest poszukiwanie alternatywnych, pozaantybiotykowych metod
zwalczania infekcji przy udziale tych bakterii. Doktorant wymienia kilka takich metod, w tym
zastosowanie ekstraktéw roslinnych, nanoczastek metali, zwtaszcza srebra, terapie fagowa
oraz przeciwbakteryjng terapie fotodynamiczng (aPDT). Pomimo wielu zalet, aPDT posiada
istotne ograniczenia, ktore ceinie punktuje doktorant. Ograniczenia te zwigzane sg z
ograniczong penetracjg bton komérki bakteryjnej przez niektore fofotsensybilizatory oraz
nieselektywnym dziataniem aPDT, mogacym prowadzi¢ do uszkodzenia komérek
gospodarza. Z tego wiasnie powodu, szczegblnie interesujgce wydaje sie zastosowanie
krétkofalowego promieniowania widzialnego, zwlaszcza Swiatta fioletowego, do inaktywaciji
bakterii, ktére krétko omawia doktorant.

Badania przeprowadzone przez doktoranta opieraty sie na hipotezie, o skutecznej
inaktywaciji wieloolekoopornych bakterii P. aeruginosa przy pomocy $wiatta z zakresu 405-
411 nm, bedacej wynikiem zaréwno zahamowania produkcji biofilmu jak i zmniejszenia
wirulencji bakterii. Dla weryfikacji przedstawionej hipotezy badawczej, doktorant sformutowat
cztery spojne cele, ktore nalezato osiggnaé poprzez realizacje zaplanowanych badaniach:

1. Okre$lenie aktywnosci biobdjczej aBL w stosunku do wielolekoopornych szczepdw
pateczki ropy biekitnej,

2. Sprawdzenie wptywu terapii $wiattem niebieski na produkcje oraz aktywno$é
wybranych czynnikdéw wirulencji, czgsteczek sygnalizacyjnych Quorum Sensing oraz
tworzenia biofilmu u P. areuginosa,

3. Wyznaczenie wplywu $wiatta niebieskiego na antybiotykoopornos¢ wybranych
szczepow pateczki ropy btekitnej,

4. Optymalizacja zwierzecego modelu zakazenia ran przez P. aeruginosa do badan
zwigzanych z inaktywacja fotodynamiczng

Najobszerniejszg czescig opracowania polskiego jest blisko siedmio-stronicowy ,Plan pracy”,
w ktorym mgr Fila w zwiezly ale tresciwy sposéb przedstawia zatozenia zaplanowanych
badan i sposoby ich realizacji oraz odnosi sie do najwazniejszych uzyskanych wynikow.
Rozdziat ten zawiera wiec krotki opis aktywnosci biobojczej aBL, wptywu Swiatta




niebieskiego na czynniki wirulencji oraz antybiotykoopornmos¢ szczepow P. aeruginosa,
wptywu terapii $wiatlem niebieskim na czasteczki Quorum Sensing oraz biofilm, endogenne
porfiryny i charakterystyke mysiego modelu zakazonych ran. Opracowanie po polsku konczy
sie pot-stronicowym ,Podsumowaniem”, nawigzujgcym do przedstawionych celow pracy
doktorskiej, z ktorego wynika, ze cele te zostaty pomysinie zrealizowane. Najbardziej
obiecujgcym wynikiem zrealizowanych badan, jest wg doktoranta zaobserwowana zalezno$¢
pomiedzy naswietlaniem bakterii $wiattem niebieskim a wzrostem ich wrazliwoéci na badane
antybiotyki. Zamieszczona Bibliografia zawiera 77 odnoénikéw do prac, ktére Scisle wigzg sie
z tematykg badan doktoranta. Cytowania te pokazuja, ze mgr G. Fila bardzo dobrze orientuje
sie w zagadnieniach stanowigcych przedmiot jego pracy doktorskiej.

Pierwsza praca do$wiadczalna, ktéra znajduje sie w przedstawionej przez mgr G. Fila pracy
doktorskiej zatytulowana jest ,Blue light treatment of Pseudomonas aeruginsa: Strong
bactericidal activity, synergism with antibiotics and inavtivation of virulence factors”. Praca
ukazata sie drukiem w miedzynarodowym czasopi$mie Virulence o wysokim wspétczynniku
przebicia bo 3.947. Jej autorami sg: Grzegorz Fila, A. Kawiak, i M.S. Grinholc. Jak wynika z
zatgczonych o$wiadczen wszystkich wspétautoréw pracy, udziat doktoranta w powstaniu te;
pracy byt najwiekszy i wynosit 50%.

Autorzy stwierdzili silny efekt bakteriobdjczy $wiatta o diugosci fali 405 nm emitowanego
przez specjalny o$wietlacz diodowy. Dawki $wiatta 50 Jicm? redukowaly przezywalno$c
wszystkich 15 badanych szczepdw P. aeruginosa przynajmiej o 5 rzedoéw wielkosci. Okazato
sie, ze zastosowana fototerapia $wiattem niebieskim jest skuteczna takze w przypadku
wielolekoopornych szczepdéw MDR a nawet XDR, co wskazuje na duzy potencjat aBL w
terapii zakazen wywotanych P. aeruginosa. W pracy opisano systematyczne badania wptywu
aBL na maszynerie wirulencji P. aeruginosa, a wiec wi¢ i fimbrie, lipopolisacharydy oraz
czynniki wydzielane przez bakterie, tj. elastazy, proteazy, egzotoksyny, pyocyanina i
pozakomorkowe plisacharydy. Letalne dawki $wiatta fioletowego w znaczgcy sposéb
redukowaty aktywno$¢ pyocyaniny, zmniejszaty aktywno$¢ elastazy A i elastazy B oraz
catkowitg aktywno$¢ proteolityczng P. aeruginosa. Zmniejszenie aktywnosci czynnikow
wirulencji wydzielanych przez komérki bakteryjne po naswietleniu Swiattem fioletowym
wskazuje na dodatkowe zalety terapii przeciwbakteryjnej BLT w przypadku chordb
infekcyjnych. W przeciwienstwie do oméwionych powyzej przykladéw zmniejszenia
aktywnoséci czynnikdw wirulencji pod wplywem BLT, $wiatto fioletowe nie zmniejszato
aktywnosci hemolitycznej badanych szczepow bakteryjnych.

Chociaz badane w pracy przyzyciowe dawki $wiatta fioletowego nie miaty wptywu na
produkcje lub aktywnos$é czynnikéw wirulencji, nadwietlanie bakterii P. aeruginosa dawkami
sub-letalnymi w sposob istotny zwiekszato wrazliwos¢ szczepdw opornych na leki na
antybiotyki. Synergistyczne efekty pomiedzy antybiotykami i fotodynamiczng inaktywacjg
bakterii opisano byty wczesniej, jednak publikacja G. Fila i wspotautorow jest pierwszg, w
ktorej przedstawiono dowody na synergie pomiedzy przeciwbakteryjnym dziataniem
antybiotykéw a BLT bez egzogennych fotosensybilizatoréw. Niestety, jak na razie brakuje w
petni przekonywujacego wyjasnienia zaobserwowanych efektow. Omawiana publikacja jest
rowniez pierwszym wiarygodnym doniesieniem o inaktywacji czynnikéw wirulencji P.
aeruginosa w wyniku dziatania $wiatia fioletowego bez udziatu egzogennych
fotosensybilizatoréw.
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Druga z publikacji, ktore opisuje wyniki stanowigce osiggniecia recenzowanej pracy
doktorskiej, zostata opublikowana w Journal of Biophotonics (wspdtczynnik przebicia
czasopisma IF = 3,768) w roku 2018. Wspdtautorami pracy, zatytutowanej ,Antimicrobial blue
light photoinactivation of Pseudomonas aeruginosa: Quorum sensing signaling molecules,
biofilm formation and pathogenicity”, sg Grzegorz Fila, M. Krychowiak, K.P. Bielawski i M.
Grinholc. Udziat Grzegorza Fila w powstaniu tej pracy byt wiekszy niz sumaryczny udziat
pozostatych wspdtautordw i wynosit 55%. Celem badan opisanych w tej publikaciji byta
analiza wptywu $wiatta fioletowego na patogenno$¢ P. aeruginosa, zdolnoé¢ do tworzenia
biofilmu oraz aktywno$¢ czagsteczek ukiadu quorum sensing (QS). Autorzy publikacji przyjeli,
ze reaktywne formy tlenu generowane przez $wiatto fioletowe w komérkach bakterii,
odpowiedzialne sg za modyfikacje oksydacyjne, kitére zmniejszajg aktywnosé czgsteczek
QS, tworzenie biofilmu i patogenno$¢ bakterii. Dla potwierdzenia fotogenerowania
reaktywnych form tlenu w badanych bakteriach, Fila i wspotautorzy zastosowali wybrane
sondy molekularne, ktorych konwersja do form fluoryzujgcych miata wskazywaé na
produkcje tlenu singletowego i rodnikdéw hydroksylowych. Chociaz ten fragment badan z
pewno$cig nie nalezy do najwazniejszych opisanych w omawianej pracy, ze wzgledu na
osobiste zainteresowanie wiasciwosciami fizykochemicznymi tzw. reaktywnych form tlenu i
sposobami ich detekcji, chciatem zwréci€¢ uwage doktoranta na nastepujgce kwestie.

i. Pomimo znacznych wysitkdw, nie udalo sie, jak dotychczas, wprowadzi¢ do badan
biomedycznych sond fluorescencjonogennych, ktore wykazywatyby rzeczywiscie
specyficzne oddziatywanie z reaktywnymi formami tlenu lub azotu, umozliwiajac ich
selektywng detekcje. Warto w tym miejscu odniesé sie do wybranych prac
przegladowych, ktdre w sposéb krytyczny dyskutuje te kwestie (P. Wardman, FRBM
2007, 43:995; B. Kalyanaraman et al., FRBM 2012, 52:1; Andina et al., Chemistry
2017)

ii. Specyficzna detekcja rodnika hydroksylowego, zwtaszcza w uktadzie komdrkowym,
jest szczegdlnie trudna ze wzgledu na jego bardzo duzg reaktywnos$c¢ praktycznie ze
wszystkimi sktadnikami komaérki. Oczywiscie, ze OH bedzie reagowat z sondg typu
aminofenylo fluoresceina (APF) tyle tylko, ze w zadnym razie nie jest to
oddziatywanie specyficzne. Bardziej specyficznym jest oddziatywanie APF z anionem
podchlorynowym, ktérego wynikiem jest utlenienie APF do fluoresceiny (J. Flemmig
et al., JBC 2012). W uktadzie bezkomorkowym pewnie mozna zastosowaé APF do
wygodnej detekcji OH, ale aby by¢ pewnym, ze wtasnie te reaktywng forme tlenu sie
monitoruje, nalezatoby najpierw wykaza¢ hamujgcy wptyw zmiataczy OH, np. DMSO,
na konwersje APF do fluoresceiny. Jest to o tyle istotne, ze jak wykazano jaki$ czas
temu, APF réwniez utlenia sie do fluoresceiny w wyniku oddziatywania z tlenem
singletowym (M. Price et al., Photochem. Photobiol. 2009, 85:1177.

iii. Pomimo, iz SOSG jest czesto uzywanym prébnikiem tlenu singletowego,
najwazniejszg wadg tej sondy jest jej niestabilnos¢ fotochemiczna, szczegdlnie przy
aktywaciji krotkofalowym $Swiattem widzialnym. Niestety, fotochemicznie
zmodyfikowany SOSG moze sam przez sie fotogenerowac tlen singletowy! (Kim et
al., J. Phys Chem B, 2013; Ragas et al., Chem Commun. 2009).




Nie mam natomiast zadnych zastrzezen w stosunku do pozostatych metod, jakie zastosowali
G. Fila i wspdtautorzy w badaniach opisanych w pracy. Stosujgc pomiary
spektrofotometryczne, autorzy stwierdzili w ekstrakcie P. aeruginosa obecnos¢ chromoforu,
ktérego absorpcja i emisja sg poréwnywalne z takimi parametrami protoporfiryny IX. Chociaz
nie jest to wystarczajgcym dowodem na kluczowa role porfiryn jako endogennych barwnikéw
fotosensybilizujacych odpowiedzialnych za dziatanie przeciwbakteryjne $wiatta fioletowego,
wykazanie obecnosci fotoreaktywnych porfiryn w badanych bakteriach stanowitoby
przekonywujacy argument za takim dziataniem. Zastosowanie letalnych dawek Swiatta
fioletowego prowadzito do zréznicowanego zahamowania aktywnos$ci czasteczek
sygnalizacyjnych QSSM. Natomiast przyzyciowe dawki Swiatta hamowaty tworzenie biofilmu
przez dwa szczepy kliniczne i szczep refrencyjny P. aeruginosa oraz zmniejszaty
patogennos¢ bakterii w stosunku do Caenorhabditis elegans, uzytego jako model in vivo
infekcji. Najwazniejsze wyniki badan opisanych w tej pracy jak i w poprzedniej sugeruja, ze
terapia z uzyciem $wiatta fioletowego jest obiecujgcg metodg do zwaiczania zakazen przy
udziale P. aeruginosa.

Trzecia publikacja, ktdra stanowi cze$¢ pracy doktorskiej mgr Grzegorza Fila zatytutowana
jest ,Murine model imitating chroni¢ wound infections for evaluation of antimicrobial
photodynamic therapy efficacy”, ukazata sie drukiem w Frontiers in Microbiology
(wspotczynnik, przebicia 4,076) roku 2016. Jej wspbtautorami sg: Grzegorz Fila, K.
Kasimova, Y. Arenas, J. Nakonieczna, A. Grinholc, K.P. Bielawski i L. Lilge, przy czym udziat
doktoranta w powstaniu tej pracy jest zdecydowanie najwiekszy i sumarycznie wynosi 42%.
Praca ta powstata w wyniku wspotpracy naukowe] pomiedzy Zakfadem Diagnostyki
Molekularnej UG i GUM oraz Princess Margaret Cancer Center i Department of Medical
Biophysics Uniwersytetu Toronto. Celem tych badan byto sprawdzenie na zaproponowanym
modelu zwierzecym chronicznych zakazen ran przeciwbakteryjnej efektywnosci terapii
fotodynamicznej przy uzyciu czterech wybranych fotosensybilizatoréw. W modelu tym,
stosunkowo niewielkie rany w skérze myszy infekowano biolumionescencyjnymi szczepami
MRSA, XEN i PAK i zabezpieczano specjalnym opatrunkiem, ktéry zapewniat odpowiednia
wilgotno$é rany, przepuszczalno$¢ dla tlenu i catkowitg transparentno$¢ dla Swiatta
widzialnego. W badaniach uzyto zrédta swiatta opartego na diodach $wiecgcych, ktdre
emitowato promieniowanie przy 525 nm. Najpierw sprawdzono efektywno$¢
fotodynamicznego zabijania bakterii in vitro przy udziale rozu bengalskiego, nowego btekitu
metylenowego, ujemnie natadowanej pochodnej porfirynowej oraz kompleksu rutenu (I1).
Wyniki potwierdzity, iz wszystkie uzyte fotosensybilizatory, w odpowiednich stezeniach,
wykazujg efektywnos¢ fotodynamiczng. W badaniach in vivo okazato sie jednak, ze
efektywnosé uzytych fotosensybilizatoréw jest znacznie mniejsza niz w uktadzie in vitro i
fotoaktywacja zadnego z nich nie doprowadzita do sterylizacji ran, ktéra odpowiadataby
redukcji przezywalnosci bakterii o 8, lub bodaj trzy rzedy wielkosci. Chociaz tak duze réznice
w efektywnosci fotodynamicznego zabijania bakterii w warunkach in vitro oraz in vivo, przy
uzyciu tych samych fotosensybilizatoréw, bedgce wynikiem wielu czynnikdw biologicznych i
fyzykochemicznych, moga sie wydawa¢ rozczarowujgce, nawet czesciowa redukcja
przezywalnosci bakterii w ranie moze mie¢ znaczenie kliniczne ze wzgledu na potencjalne
opdznienie silnej odpowiedzi zapalnej i ryzyko wystagpienia ogélnego zakazenia organizmu.
Waznym wynikiem przeprowadzonych badan jest potwierdzenie przydatnoéci modelu
zwierzecego chronicznych zakazen ran, ktéry zdat egzamin w badaniach nad
przeciwbakteryjng terapig fotodynamiczng przy uzyciu typowych fotosensybilizatorow.
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Przegladajac materiaty i metody omawianej pracy natknatem sie na blednie podane warto$ci
molowych wspétczynnikéw absorpcji uzytych fotosensybilizatoréw (str. 71). Autorzy pracy
podaja, ze parametr ten wynosi 3653 mol/lcm dia rézu bengalskiego przy 525 nm, 471
mol/lcm dla nowego biekitu metylenowego 1306 mol/lcm dia TMpyP oraz 831 mol/lcmdia dla
badanego kompleksu rutenu (Il). Wartosci te sg zanizone przynajmniej o rzad wielkosci, o
czym mozna przeczyta¢ w wielu opracowaniach specjalistycznych, a co wynika réwniez z
pomiaréw absorpcji tych barwnikéw przedstawionych na rys. 1. Dla przyktadu: jesli absorpcja
10-° M rézu bengalskiego przy 525 nm wynosi okoto 0,4, to molowy wspotczynnik absorpcji
bedzie bliski 4x104 mol/icm.

Whyniki uzyskane przez doktorantke nalezy uznac za warto$ciowe i wazne dla zrozumienia
mechanizméw dziatania przeciwbakteryjnej terapii z uzyciem $wiatfa fioletowego. Mozna
mieé nadzieje, ze stwierdzone przez doktoranta zaleznosci i zastosowane nowatorskie
modele in vivo przyczynig sie do optymalizacji warunkéw skutecznej fototerapii
przeciwbakteryjnej.

Rozprawa doktorska mgr Grzegorza Fila speinia zwyczajowe standardy prac doktorskich z
zakresu nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia oraz wymogi art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym i diatego wnosze do Wysokiej Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie mgr Grzegorza
Fila do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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