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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR INZ. AGATY WOZNIAK
»Fotoinaktywacja Swiatlem  widzialnym  jako narze¢dzie uwrazliwienia

wielolekoopornych patogenéw na dzialanie antybiotykow”

Weiaz postepujace zjawisko nabywania opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki stato si¢ w
ostatnich latach jednym z 10 najwigkszych zagrozen dla ludzkosci. Dlatego poszukiwanie
nowych antybiotykéw i chemioterapeutykéw skierowanych przeciwko najgrozniejszym
wielolekoopornym  bakteriom stalo si¢ bardzo istotnym nurtem badaf naukowych.
Poszukiwanie lekow aktywnych przeciwko szczepom Staphylococcus aureus MRSA czy
VRSA czy tez Enterococcus faecium VRE, a takze innych mozliwosci dziatania przeciwko
opornym na antybiotyki bakteriom stalo si¢ priorytetem w wielu programach badawczych.
Praca doktorska Pani mgr inz. Agaty WozZniak doskonale wpisuje sie w ten nurt badan
naukowych, ktére daza do znalezienia nowych skutecznych rozwigzan w walce z opornymi na
drobnoustroje bakterie. Zwalczanie drobnoustrojow poprzez fotoinaktywacje $wiattem
widzialnym to stosunkowo nowe narzedzie mikrobiologéw do walki z drobnoustrojami.
Przedstawiona do oceny praca doktorska poswiecona jest w catosci wykorzystaniu
inaktywacji fotodynamicznej celem uwrazliwienia izolatéw klinicznych z grupy bakterii
ESKAPE na dzialanie antybiotykéw. Praca ta zostata wykonana w Zakladzie Fotobiologii i
Diagnostyki Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Pana Profesora
Mariusza Grinholca. Praca powstata w ramach badan naukowych prowadzonych w Zakladzie
wynikajacych z realizacji projektéow badawczych dotyczacych zwigzanych z diagnostyka i
terapig fotodynamiczng zakazen bakteryjnych i zmian nowotworowych. Dlatego tematyka
ocenianej rozprawy dotyczy wykorzystania procesu inaktywacji fotodynamicznej poprzez
reaktywne formy tlenu wzgledem grupy groznych i opornych na antybiotyki bakterii
patogennych nalezacych do tzw. grupy ESKAPE. Zniesienie wysokiego poziomu opornosci
na antybiotyki tych bakterii stosowana metoda bylo gléwnym celem dysertacji, a uzyskane
wyniki pozwolity na osiggniecie postawionego celu pracy, a ponadto pozwolily na

wyjasnienie efektu synergistycznego fotoinaktywacji i dziatania antybiotykéw. W pracy



podj¢to takze probe wykorzystania laczonej terapii (fotoinaktywacji i antybiotyku) z
wykorzystaniem mysiego modelu in vivo rany zakazonej opornymi na antybiotyki szczepami
Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas aeruginosa.

Uzyskane wyniki badan naukowych zrealizowanych w rozprawie doktorskiej opublikowano
w 5 zalgczonych publikacjach naukowych. Wszystkie prace sa spdjne tematycznie, dotycza
bowiem probleméw zwigzanych z procesem inaktywacji fotodynamicznej. Juz na poczatku
recenzji tej pracy powinno si¢ zaznaczy¢, iz oceniana rozprawa zawiera wielki potencjal
zastosowan praktycznych, co czyni ja bardzo istotng takze z punktu widzenia biotechnologii
medycznej. Podjety problem badawczy jest aktualny i niezwykle atrakcyjny pod wzgledem
naukowym, tym bardziej, ze dotychczasowe informacje naukowe dotyczace terapii
fotodynamicznej mialy dotychczas charakter przewaznie hipotetyczny. Doktorantka
podejmujgc si¢ zadan badawczych przewidzianych w ramach pracy doktorskiej duzo
ryzykowata, albowiem poziom wiedzy w tym zakresie byl jeszcze niewielki. Przedstawiona
do recenzji praca doktorska ma ciekawa konstrukcje, ktéra w mojej ocenie zbliza Autorke do
zrealizowania idealnej formy rozprawy doktorskiej. W obszernym wstepie Doktorantka
zawarla przeglad zawierajacy wszystkie najnowsze dane na temat terapii fotodynamicznej
wzgledem bakterii patogennych. Praca zostata podzielona na 5 rozdzialéw, z czego podstawa
rozdzialu stala si¢ publikacja zwigzana z tematem. Przedstawienie badanego problemu na
poczatku i tego typu wstep do pracy doktorskiej stanowi bardzo dobre rozwigzanie.
Nastgpnym rozdzialem rozprawy jest czgs¢ wynikowa, ktérg doktorantka podzielita na 6
rozdziatéw, z ktérych pierwszy jest wstepem teoretycznym do cato$ci rozprawy, a kazdy z 5
pozostatych prowadzi do rozwigzania postawionego zadania badawczego. I tu takze kazdy z
etapow sprowadzono do wynikéw opisanych w kazdej z kolejnych publikacji, poprzedzonych
obszernym wstgpem. Tak wigc podstawg rozdziatu 2 jest praca przegladowa z Frontiers of
Microbiology (praca 1), a podstawa rozdzialéw 3-6 sg prace oryginalne, ktére opublikowano
w prestizowych czasopismach naukowych, takich jak: Frontiers in Microbiology (praca 2),
Biomolecules (3), Journal of Photochemistry and Photobiology (4) i Antioxidants (5).
Zamierzone cele badawcze pracy zawarte w kolejnych rozdzialach dysertacji sa wiec
osiggnigte i potwierdzone przez dofaczone publikacje. Nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie prace
opublikowano ~ w czasopismach o stosunkowo wysokich wspolczynnikach cytowania
powyzej 6 lub 7. Kazda z zalaczonych prac oryginalnych jest spojna tematycznie z tematem
rozprawy. Tak wigc po obszernym wstepie i przegladzie badan prowadzonych na $wiecie
Autorka przechodzi do wynikéw whasnych, ktére kolejno udawadniajg zjawisko synergizmu

aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej  inaktywacji  fotodynamicznej i  $rodkow
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przeciwdrobnoustrojowych skierowanych przeciwko roéznym drobnoustrojom. Prace
oryginalne poprzedzono praca przgladowa, w ktorej przedstawiono obecny stan badan w
zakresie tematycznym synergistycznego dziatania inaktywacji fotodynamicznej i roéznych
substancji przeciwbakteryjnych. Nastgpny rozdzial dysertacji ocenia znaczenie $rodkéw
przeciwbakteryjnych jako adiuwanta do fotodynamicznej inaktywacji do eradykacji silnie
lekoopornych szczepow Acinetobacter baumannii (rozdziat 3), nastepnie opisuje wpltyw
inaktywacji fotodynamicznej na wrazliwo$¢ Enterococcus sp. na antybiotyki w kulturach
biofilmowych i planktonowych (rozdzial 4), aby w rozdziale nastepnym udowodnié, ze
wstepne  traktowanie komorek zardwno prokariotycznych jak i eukariotycznych
fotoinaktywacjg, prowadzi do zmian zwigkszajacych szanse poOzniejszej terapii
antybiotykowej czy chemoterapii (rozdziat 5), a takze wykazuje, ze polgczenie inaktywacji
fotodynamicznej z antybiotykami pozwala zwalczy¢ wielolekooporne szczepy takich bakterii
jak Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus zarbwno w eksperymentach in vitro
jak 1 in vivo. Dzigki tak obszernej i szczegblowej analizie realizowanej w tej pracy
doktorskiej wykazano, ze polaczenie terapii fotodynamicznej i antybiotykéw moze by¢é
stosowane do eradykacji najgrozniejszych szczepow bakteryjnych. Wniosek ten na podstawie
przedstawionych wynikoéw jest absolutnie uprawniony i wnosi cenne nowe rozwigzanie
umozliwiajgce walke z drobnoustrojami opornymi na antybiotyki. Potencjat aplikacyjny
pracy zostal mocno podkreslony, a przedstawione publikacje zapewniajg o bardzo wysokim
poziomie naukowym rozprawy. Przedstawiona rozprawa doktorska z calg pewnoscig stoi na
poziomie naukowym poréwnywalnym z niejedng rozprawa habilitacyjng.

Odrebnym elementem ocenianej pracy doktorskiej sa o$wiadczenia wspélautorow
publikacji, wsréd ktérych w kazdym przypadku Pani mgr inz. Agata Wozniak jest gtéwnym i
pierwszym autorem. Z o$wiadczen wspétautoréw prac wynika wyraznie, iz we wszystkich
publikacjach wchodzacych w sktad pocenianej rozprawy doktorskiej jej udziat jest wiodacy i
wynosi od 35 do 65%. Jej udziat we wszystkich pracach polegal na wykonaniu wiekszosci
doswiadczen opisywanych w publikacjach, a takze na wspélnym planowaniu doswiadczen
oraz przygotowaniu manuskryptow. Szczegélowa analiza eksperymentéw realizowanych
przez doktorantk¢ w ramach rozprawy doktorskiej widzianych w perspektywie
przedstawionych prac oryginalnych pozwala z cala pewno$cig na stwierdzenie, iz
rzeczywiscie jest ona gtléwnym Autorem przedstawionych publikacji, a publikacje te mogg z
powodzeniem stworzy¢ cykl prac oryginalnych wchodzacych w skiad rozprawy doktorskie;.
Zaprojektowanie i uzyskanie kolejnych wynikow oraz ich pelna interpretacja wymagata dobrej
organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem liczba przeprowadzonych analiz i liczba
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wynikow uzyskanych w rozprawie doktorskiej znacznie wykracza poza przecigtng. Z calg
pewnoscig rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Wozniak daje podstawe do dalszej pracy
nad badaniem mechanizméw i efektéw wynikajacych z zastosownia terapii fotodynamiczne;.
Uwrazliwienie na antybiotyki opornych bakterii przez inktywacj¢ fotodynamiczng zostalo
udowodnione, aczkolwiek nie bardzo wyobrazam sobie zastosowania tej metody chociazby w
przypadku enteropatogendw czy patogenéw wewnatrzkomorkowych in vivo. Tego aspektu
pracy nie dyskutowano w rozprawie. Wspomozenie terapii antybiotykowej przez
fotoinaktywacj¢ jest udowodnione, ale ciekawe jest jak tego typu terapia moze wygladaé w
przypadku dzialania na inne drobnoustroje, takie jak glony czy grzyby. Ze wzgledu na forme
rozprawy doktorantka nie rozwaza o perspektywach dalszych badan tego typu bedacych
kontynuacjg wynikéw osiagnietych w ramach rozprawy, nie dyskutuje takze o ewentualnych
kolejnych eksperymentach prowadzacych do mozliwosci opanowania problemu pewnych
chordb, dla ktorych terapia skojarzona bylaby skuteczna. Ze wzgledu na to, ze w ramach
obecnej formy rozpraw doktorskich nie ma miejsca na tego typu rozwazania, chciatbym
dowiedzie¢ sig, jak wyobraza sobie doktorantka program badawczy w tym kierunku i jak
wyglada perspektywa realizacji tego typu badan naukowych.

Bioragc wszystko powyzsze pod uwage uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz.
Agaty Wozniak spelnia wymagania wszelkie stawiane wspotczesnym pracom doktorskim i
wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Mig¢dzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Wysoki poziom naukowy wszystkich opublikowanych wynikéw predysponuje te
dysertacj¢ do wyrdznienia. Ze wzgledu na wysoki poziom naukowy 5 opublikowanych prac
wchodzacych w sklad pracy doktorskiej, a takze ogrom pracy wniesiony przez doktorantke w
organizacj¢ i realizacj¢ badan naukowych oraz przygotowanie przedstawionych publikacii,

wnioskuj¢ o stosowne wyroznienie tej rozprawy doktorskie;j.

Warszawa, 29. 09. 2022. rof. dr hab. Jacek Bielecki



