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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Mgr inz. Agaty WozZniak

pt. ,Fotoinaktywacja Swiattem widzialnym jako narzedzie uwrazliwienia
wielolekoopornych patogenéw na dziatanie antybiotykow”

wykonanej w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem dr hab. Mariusza Grinholca, prof. UG

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego

1. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Wozniak, pt. ,Fotoinaktywacja $wiatlem
widzialnym jako narzedzie uwrazliwienia wielolekoopornych patogenow na dziatanie
antybiotykéw” stanowi zbioér opublikowanych i powigzanych tematycznie 5 artykutow
naukowych, jednej pracy przegladowej opublikowanej w czasopi$mie Frontiers in
Microbiology (wyd. Frontiers, rok 2018, IF 6,064) oraz 4 prac o charakterze
eksperymentalnym opublikowanych w Frontiers in Microbiology (wyd. Frontiers, rok 2019;
IF 6,064), BioMolecules (wyd. MDPI, rok 2021, IF 6,064), Journal of Photochemistry &
Photobiology, B: Biology (wyd. ELSEVIER, rok 2022, IF 6,814) i Antioxidants (wyd. MDP], rok
2022, IF 7,675). Wszystkie czasopisma nalezg do czasopism z grupy Open Access Journals,
znajduja sie w grupie A na liscie czasopism MNiSW. Czasopisma te zaliczane sa do
prestizowych czasopism naukowych. W 2021 roku Frontiers byto trzecim najczeSciej
cytowanym wydawca, ELSEVIER pigtym a MDPI siodmym. Sumaryczny wspo6iczynnik
oddziatywania wszystkich prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 32,356.
W pracach podano udziat kazdego ze wspotautorow, jednak uwazam, Ze powinna znalezc sie
informacja np. w Acknowledgments o tym, ze wyniki badan stanowig element pracy
doktorskiej prowadzonej w danej jednostce naukowej i notatka o promotorze, ktora
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sugeruje osobe odpowiedzialng za catoksztatt artykutu. We wszystkich pracach Pani Agata
Wozniak jest pierwszym autorem, ponadto w jednej pracy jest autorem korespondencyjnym.

Praca sktada si¢ ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, pozostate czeéci sktadowe
pracy s3 przedstawione w jezyku angielskim. Wstep teoretyczny nakresla istote problemu
narastania opornosci na antybiotyki wséréd szczepéw istotnych klinicznie (grupa ESCAPE) z
oporno$cig MDR i XDR. Zostaty scharakteryzowane gatunki bakterii Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i Enterobacter aerogenes, ktore stanowig istotny problem w walce z narastaniem
lekoopornosci. Opisano réwniez alternatywne podejscie - terapie fotodynamiczng, jako
potencjalne narzedzie do eradykacji patogenéw, opisujac dodatnie i ujemne strony jej
stosowania, podkreSlajgc ograniczenia monoterapii i proponujgc kombinacje leczenia
Swiattem w potaczeniu z antybiotykoterapia. Ta cze$¢ wstepu jest bardzo skrétowo opisana,
ale doskonatym uzupetnieniem wstepu jest praca przegladowa nr 1 oparta o cytowania 75
publikacji. Konstrukcja pracy jest przemyslana i wprowadza czytelnika stopniowo w
bardziej ztozone zadania badawcze - od opisu metodologii badawczej stosowanej przez
rozne zespoty badawcze stosujace terapie fotodynamiczne, po opis zastosowania ich w
testach synergistycznych, zastosowanie réznych rozwiazan dla hodowli planktonicznych,
biofilmu czy badan in vivo.

Osobny rozdzial stanowig tezy badawcze i cele pracy doktorskiej, ktére postawiono
przed Doktorantka. Sg one sformutowane w sposéb zrozumiaty i konkretny.

Wszystkie prace stanowigce trzon rozprawy doktorskiej sg przygotowane starannie,
bogate w tabele i wykresy oraz wzbogacone rysunkami. Wida¢ duze zaangazowanie
Doktorantki i pozostatych autoréw w przygotowanie manuskryptéw.

Na uwage zastuguje bardzo dobrze opisana metodologia badawcza, pozwalajgca na
doktadne odtworzenie badan.

W pracy zostaly osiggniete wszystkie zatozone cele badawcze. Podsumowanie uwazam
jednak za zbyt ogdlnikowe.

Oswiadczenia  wszystkich ~ wspotautoréw  okre$lajgce  indywidualny — wktad
w powstanie publikacji zostaty umieszczone na koncu dysertacji, po podsumowaniu.

2. Ocena osiagnie¢cia naukowego rozprawy doktorskiej
Na dysertacje sklada sie jedna praca przegladowa oraz cztery prace o charakterze
eksperymentalnym.

Publikacja nr 1 to praca przegladowa (Wozniak A, Grinholc M. Combined Antimicrobial
Activity of Photodynamic Inactivation and Antimicrobials-State of the Art. Front Microbiol.
2018 May 8;9:930. doi: 10.3389/fmich.2018.00930.), ktéra ukazata sie w 2018 r. jako pierwsza
z cyklu przedstawionego dorobku i stanowi kompendium wiedzy na temat najnowszych
osiagnie¢ i metodologii badawczej stosowanej w badaniu synergistycznego efektu terapii
fotodynamicznej (aPDI) i terapii antybiotykowej (aPDI/fotouczulacz - antybiotyk/i).
W dobie probleméw z eradykacja wielolekoopornych drobnoustrojéw potaczenie obu
terapii moze stac sig ostatnia szansg dla niektérych pacjentéw. Popieram rozpoczecie pracy
doktorskiej od przygotowania merytorycznego jako mocno dydaktyczne, poniewaz przeglad
literatury daje mozliwo$¢ wyrobienia opinii na temat tego co dzieje sie w tematyce
badawczej, ktérg Doktorant ma realizowa¢. Pod dyskusje zostaly poddane metodologie



badawcze stosowane zaréwno dla kultur planktonicznych, jak i biofilméw bakteryjnych, w
obecnosci endogennych i egzogennych fotouczulaczy i w obecnosci réznych grup
antybiotykéw. W konkluzji podkreslono, ze rozbiezno$¢ w wynikach réznych zespotow
wynika z braku ujednoliconego podej$cia metodologicznego.

Doktorantka ma 30% udziat w koncepcji pracy przegladowej, oraz 70% udziat w pisaniu
manuskryptu. Autorem Korespondencyjnym jest promotor. Praca ukazata si¢ w druku w
2018r.

Pozostate cztery publikacje (nr 2,3,4,5) to prace eksperymentalne, odnosza si¢ do
badania interakcji miedzy terapia fotodynamiczng (aPDI/aBL) i
antybiotykami/chemoterapeutykami w roéznych warunkach eksperymentalnych, tj.
w obecnosci fotouczulaczy endo/egzogennych, w kulturach planktonicznych/biofilmach
oraz w badaniach in vivo. W kazdej pracy zastosowano ten sam dopracowany schemat
badawczy - testy synergistyczne (metoda dyfuzyjno-krazkowa/E-testy, metoda szachownicy
(metoda czgstkowego stezenia hamujgcego, checkerboard assay), oraz test,kill-time assay”
w celu zbadania efektu post-antybiotycznego. Kazda publikacja odnosi sie do innej grupy
drobnoustrojéw i mechanizmu lekoopornosci, oraz préby wyjasnienia mechanizmu/o6w
efektu synergistycznego. Schemat badawczy jest dobrze przemyslany.

Publikacja nr 2 ukazata sie w roku 2019 (Wozniak A, Rapacka-Zdonczyk A, Mutters NT,
Grinholc M. Antimicrobials Are a Photodynamic Inactivation Adjuvant for the Eradication of
Extensively Drug-Resistant Acinetobacter baumannii. Front Microbiol. 2019 Feb 13;10:229.
doi: 10.3389/fmich.2019.00229.) Praca jest wspoétautorska (4-ch autoréw) z 50% udziatem
Doktorantki i z pierwszym wspoétautorstwem. Publikacja odnosi si¢ do problemu wysoce
lekoopornych (XDR) szczepow Acinetobacter baumannii i badania efektu synergistycznego
rutynowo stosowanych antybiotykéw i fototerapii aPDI (ang. antimicrobial photodynamic
inactivation) z udziatem egzogennie podawanych czasteczek fotouczulajgcych - rézu
bengalskiego oraz fototerapii z zastosowaniem $wiatta niebieskiego (aBL - antymicrobial
blue light).

Pierwszym etapem byto zbadania efektywnoSci terapii fotodynamicznej wobec danej grupy
bakterii i dobranie dawek subletalnych i letalnych dla aDPI/aBL i rekomendowanych
antybiotykow przypisanych do réznych grup chemicznych zgodnie z wytycznymi EUCAST.
Uzyskujgc wyniki $wiadczace o synergizmie terapii fotodynamicznej (aBL/aPDI) i
antybiotykéw CST (kolistyna), DOX (doksycyklina) dla A. baumannii, Doktoranka podjeta si¢
wyjasnienia przypuszczalnego mechanizmu synergii. Podczas ekspozycji na $wiatto
(aBL/aPDI) i w obecnosci fotouczulaczy, i pod wpltywem antybiotykéw prawdopodobnie
dochodzi do produkcji reaktywnych form tlenu, co skutkuje wzmocnieniem efektu
terapeutycznego. W konkluzji autorzy podkreslaja nie tylko efekt synergistyczny, ale
réwniez tendencje w kierunku obnizenia stezenia stosowanych antybiotykéw, co
moze mie¢ to istotny wplyw na ograniczenie rosnacej lekoopornosci.

Publikacja nr 3. (WozZniak A, Kruszewska B, Pieranski MK, Rychtowski M, Grinholc M.
Antimicrobial Photodynamic Inactivation Affects the Antibiotic Susceptibility of Enterococcus
spp. Clinical Isolates in Biofilm and Planktonic Cultures. Biomolecules. 2021 May 5;11(5):693.
doi: 10.3390/biom11050693). Praca byta finansowana zgrantu NCN 2015/19/B/NZ7/02487.)



Praca jest piecioautorska, z pierwszym autorstwem Doktorantki i 35% jej udziatem (w tym
35% to koncepcja badawcza, 40% wktad pracy eksperymentalnej i 40% udziat w pisaniu
manuskryptu). Zauwazytam jednak, ze w przypisie publikacji ,Author Contributions” za
koncepcje pracy (Conceptualization) odpowiedzialny byt wytgcznie promotor a nie jak
podano w o$wiadczeniu. Powinna by¢ zachowana sp6jno$¢ pomiedzy tym co deklaruje sig
w publikacji i rozprawie doktorskie;j.

Problem zakazeh enterokokami w warunkach szpitalnych jest powazny ze wzgledu na
szybie nabywanie antybiotykoodpornosci przez te drobnoustroje. Rowniez dla tej grupy
drobnoustrojéw zbadano wptyw terapii fotodynamicznej z zastosowaniem fotouczulaczy
(r6zu bengalskigo (RB) i fulerenu (FL)) wobec 10 rekomendowanych antybiotykow. Efekt
synergistyczny byt obserwowany w zaleznosci od stosowanego fotouczulacza i antybiotyku
oraz gatunku bakterii. Na przyktad zaobserwowano synergie dla RB aPDI w potaczeniu z
gentamycyna, ciprofloksacyna i daptomycyna dla E. faecalis. W przypadku E. faecium
zaobserwowano synergie miedzy RB-aPDI i gentamycyna lub ciprofloksacyna, natomiast w
przypadku RB-aPDI z wankomycyng lub daptomycyng zaobserwowano antagonizm. Dla
fuleryny efekt synergiczny przeciwko E. faecalis byt obserwowany tylko z imipenemem.
Testy dzialania poantybiotykowego dla E. faecium wykazaty, ze ten izolat wystawiony na
dziatanie aPDI w polaczeniu z gentamycyna, streptomycyna, tigecykling, doksycykling lub
daptomycyng wykazuje op6Zniony wzrost w poréwnaniu z nieleczonymi bakteriami.

Poza tradycyjna metodologia badawcza stosowang juz w poprzedniej pracy, rowniez i tutaj
podjeto  prébe wyjasnienia mechanizmu (oznaczanie produkcji tlenu singletowego,
okresélenie produkcji ROS/rodnikéw, test integralnosci btony komérkowej).

Ponadto, koncepcja pracy zostata poszerzona o zbadanie wptywu terapii fotodynamicznej i
antybiotykéw wobec hodowli w dojrzatym biofilmie, co uwazam za cenne doswiadczenie,
zwazywszy, ze to biofilmy bakteryjne stanowia problem medyczny.

Prosze wyjasni¢ jaki byl udziat Doktorantki w tych badaniach, poniewaz stanowi on
nowy element pracy i dowdd tezy doktorskie;j.

W abstrakcie publikacji nie odniesiono sie do wynikéw badan w biofilmie, chociaz tytut
pracy to sugeruje. Uwazam, ze krotki opis wynikéw badan we wstepie dysertacji wnosi
wiecej cennych informacji niz sam abstrakt publikacji.

Publikacja 4 (WoZniak A, Burzynska N, Zybata I, Empel ], Grinholc M. Priming effect with
photoinactivation against extensively drug-resistant Enterobacter cloacae and Klebsiella
pneumoniae. | Photochem Photobiol B. 2022 Oct;235:112554. doi:

10.1016/j.jphotobiol 2022.112554.)

Publikacja nr 4 dotyczy badania efektu synergistycznego terapii fotodynamicznej i
antybiotykéw wobec bakterii Klebsiella pneumoniae i Enterobacter cloacae. Udziat
Doktorantki w tej pracy ogranicza sie do badan zwigzanych z K. pneumoniae (wg. ,Author
contribution”) i stanowi 45% catej publikacji, w tym rowniez udziat w koncepcji badan.

K. pneumoniae jest istotnym czynnikiem zakaznym ze wzgledu na wzrost liczby ciezkich
infekeji i brak skutecznych metod ich leczenia. Pojawienie sie szczepow K. pneumoniae, ktore
nabyty dodatkowe cechy genetyczne i staty sig albo hiperwirulentne (HV), albo oporne na
antybiotyki jest podstawg do poszukiwania nowych terapii. Do badania zostaly wybrane
cztery karbapenemo-oporne izolaty K. pneumoniae i E. cloacae testowane na przezywalnos$¢
wobec réznych antybiotykéw po uprzednim naswietleniu $wiattem niebieski (aBL) lub



zielonym (aPDI) w obecnosci fotouczulacza (rézu bengalskigo). Komorki bylty testowane
w dwoch réznych srodowiskach - buforze PBS i pozywce TSB. Zaobserwowano, zZe
odpowiedz komorek byta zalezna od $rodowiska (redukcja przezywalnosci w TSB). Co
wnosz3 takie badania, prosze uzasadnic¢ ich celowos$¢?

Rownieziw tej pracy doszukiwano sie wyjasnienia mechanizmu dziatania (reaktywne formy
tlenu, permeabilizacja btony komoérkowej), np. dla jednego z izolatéw stwierdzono
wytwarzanie rodnikéw ROS wobec chloramfenikolu po ekspozycji aBL. Udowodniono,
rowniez, ze kolistyna i ceftazydym wptywaja na produkcje rodnikéw ROS u K. pneumoniae i
moga by¢ odpowiedzialne za synergizm. Zaobserwowano, ze dla kolistyny po uprzednim
naswietleniu komorek $wiattem niebieskim aBL dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci
btony komdrkowej. Autorka pracy podaje, ze efekty uwrazliwienia sg zalezne od szczepu i
stosowanych testow. W mojej opinii, tego typu badania powinny by¢ przeprowadzone na
wiekszej grupie szczepdw i rowniez z uwzglednieniem fenotypu otoczkowego/$Sluzowego K.
pneumonianie (np. szczepy hiperwirulentne o fenotypie Sluzowym), poniewaz fenotyp
bakterii odzwierciedla jej wirulencje i adaptacje do srodowiska a tym samym podatno$¢ na
dziatanie réznego rodzaju promieniowania.

Publikacja 5 (WoZniak A, Grinholc M. Combined Antimicrobial Blue Light and Antibiotics as
a Tool for Eradication of Multidrug-Resistant Isolates of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus: In Vitro and In Vivo Studies. Antioxidants (Basel). 2022 Aug
26;11(9):1660. doi: 10.3390/antiox11091660. PMID: 36139734; PMCID: PM(C9495928).

Praca nr 5 jest pracg dwuautorskg, z 65% udziatem Doktorantki. Prace te uwazam za bardzo
dojrzata.

Doktorantka w swojej pracy zbadata wplyw synergistycznego oddziatywania Swiatta
niebieskiego (aBL) i antybiotykéw na przezywalno$¢ S. aureus i P. aeruginosa w uktadzie in
vitro oraz in vivo. Drobnoustroje te biorg udziat w zakazeniach ran chirurgicznych po
zabiegach operacyjnych oraz po oparzeniach, rowniez S. aureus jest izolowany od pacjentow
z cukrzycg typu I i II u ktérych wystepuje stopa cukrzycowa. Zasadne wiec wydaje sie
poszukiwanie nowych rozwiazan zwlaszcza w sytuacji szczepéw XDR i MDR. Doktorantka
do swoich badan wybrata Swiatto niebieskie aBL z dtugo$cia fali 411nm, ktére postuzyto do
pobudzenia endogennych chromoforéw bakteryjnych. Prosze o wyjasnienie, w jaki
sposob byla prowadzona normalizacja spectrum emitowanego przez diody Swiatla
(Figl.B/pkt 2.3).

Czy Doktorantka moze wyjasni¢ role jaka pelnia w naturze endogenne
flaviny /porfiryny w komdrce bakteryjnej. Mechanizm dziatania aBL polegat na
pobudzeniu bakterii do wewngtrzkomoérkowego tworzenia reaktywnych form tlenu (ROS),
np. w obecnosci chloramfenikolu. Doktorantka wnioskuje, ze produkcja porfiryn przez S.
aureus jest powigzana z ,uczuleniem” na antybiotyk. W wyniku naswietlania aBL komérki
bakterii wykazywaty uwrazliwienie na antybiotyki, jednakze efekt byt uzalezniony od
szczepu/gatunku bakterii oraz od rodzaju stosowanego testu. Czy w zwiazku z tym, ze
reakcja dla réznych szczepow tego samego gatunku jest rozna, taka terapia ma szanse
by¢ stosowana?

Zostaly rowniez wykonane eksperymenty w kierunku oszacowania efektu mutagennosci
i toksyczno$ci niskich dawek aBL na komorki bakteryjne (zastosowano E. coli i S.



Typhimurium) oraz komérki eukariotyczne (linia komorkowa HaCaT keratynocytow
cztowieka). Nie stwierdzono efektow niepozadanych dla niskich dawek aBL.

Ciekawym podejsciem byto pokazanie synergii éwiatta niebieskiego z
chloramfenikolem na modelu mysim (badania in vivo) z wyKorzystaniem szczepu S. aureus
Xen31 stosowanego do zakazenia ran zwierzat. W wyniku stosowania ziozonej terapii
zaobserwowano obnizony sygnat bioluminescencji, co $wiadczyto o skuteczno$ci terapii.
Nalezy jednak pamietac, ze chloramfenikol u pacjentow jest stosowany wyjatkowo i nie
powinien by¢ powtarzany. Pozadane byloby obnizenie dawki tego antybiotyku przy
fototerapii $wiattem.

Dodatkowe komentarze i pytania

Dobrze dopracowane narzedzia badawcze sa podstawg uzyskania wiarygodnych
wynikéw badan. W pracy zastosowano r6zna metodologie badawcza dla potwierdzenia
synergizmu terapii fotodynamicznej i antybiotykoterapii. Wyniki badan réznymi testami nie
zawsze pokrywaja sig, ktore wigc testy sq najbardziej wiarygodne?
Czy doktorantka w oparciu o wyniki swoich badan i dane literaturowe moze wskazac
{ zarekomendowaé najbardziej wiarygodna metodologie?, czy warunkiem koniecznym jest
stosowanie wszystkich testow w badaniu efektu synergizmu ?

Mam réwniez uwage, co do E-testow w badaniu MIC. Nalezy pamietac, ze moga pojawic
sie efekty zwigzane z danym drobnoustrojem - mikrokolonie, pelzanie bakterii, wzrost
mgtawicowy, (np. dla enterokokéow i Acinetobacter), efekty zwigzane z badanym
antybiotykiem (np. wzrost rozmyty) czy efekty zwigzane z mechanizmem opornosci
(mieszane subpopulacje). Wyniki takie nie beda wiarygodne, jezeli Zle je odczytamy. Stad
takie testy powinny by¢ analizowane przez doéwiadczonego mikrobiologa. Czy
Doktorantka do$wiadczyta watpliwosci przy odczycie MIC-6w?

Moze dla danej grupy drobnoustrojow warto przygotowa¢ schemat postepowania
badawczego, tak jak rekomenduje sie badania w kierunku antybiotykoopornosci. Czy w
oparciu o wyniki swoich badan Doktorantka jest w stanie co$ zaproponowac?

Prosze, aby w podsumowaniu prezentacji, Doktorantka wskazala na przelomowe
osiagniecia, ktore moga przyczynic si¢ do postepuw terapii aBL/aPDL

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Wozniak oparta jest 0 bogaty dorobek
publikacyjny (5 publikacji), prace s3 wysokiej jako$ci i zostaty docenione przez recenzentow
i edytora w czasopismach naukowych. Kazda z przedstawionych prac wnosi nowosci
naukowe, metodologia badawcza jest rzetelne przedstawiona a wyniki udokumentowane.
Udziat Doktorantki w powstawaniu prac, zaréwno Kkoncepcyjny, wykonawczy oraz przy
pisaniu pracy oceniam bardzo wysoko.

Whniosek koncowy

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Agaty Wozniak spetnia
wszystkie warunki zgodnie z artykutem 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 (z pozniejszymi
zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego



o dopuszczenie Pani mgr inz. Agaty Wozniak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Wnioskowanie o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Wozniak

Ze wzgledu na jako$¢ merytoryczng pracy, oraz liczbe publikacji ktére stanowig trzon
dysertacji wnosze do Rady Naukowej o wyréznienie pracy. Rozprawa doktorska ma
udokumentowane wybitne osiagniecia naukowe w prestizowych, recenzowanych
czasopismach w ktorych Pani mgr inZz. Agata Wozniak jest pierwszym autorem, a w jednej z
nich dodatkowo autorem korespondencyjnym.

dr hab. Beata Krawczyk, prof. pG




