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Wprowadzenie

Rozprawa doktorska mgr inz. Marty Piksy dotyczy przeciwdrobnoustrojowej terapii
fotodynamicznej (ang. Antimicrobial Photodynamic Therapy, aPDT) jako obiecujacej metody
leczenia zakazen w obliczu narastajacej opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki. Mechanizm
dziatania aPDT opiera si¢ na synergii fotouczulacza, §wiatta o odpowiedniej dtugosci fali oraz
tlenu, prowadzacej do generacji reaktywnych form tlenu (ROS) i nieodwracalnego uszkodzenia
komorek patogendw.

Celem rozprawy byla identyfikacja czynnikow strukturalnych, w szczegdlnosci lipidow
blonowych (ze szczegdlnym uwzglednieniem kardiolipiny), ktére determinujg skuteczno$é
aPDT.

Praca zostala oparta na dwdch opublikowanych artykutach naukowych oraz jednym
manuskrypcie udostepnionym w repozytorium preprintéw bioRxiv. Publikacje te tworza spojny
i logicznie uporzadkowany cykl badawczy, obejmujacy analizg¢ przegladows, badania
translacyjne oraz badania koncentrujgce si¢ na wyjasnieniu mechanizmoéow fotoinaktywacji
drobnoustrojow, a Doktorantka jest ich pierwszym autorem:

1. Piksa M, Lian C, Samuel IC, Pawlik KJ, Samuel IDW, Matczyszyn K. The role of the
light source in antimicrobial photodynamic therapy. Chem Soc Rev. 2023 Mar
6;52(5):1697-1722.  doi:  10.1039/d0cs01051k. PMID: 36779328.— publikacja
przegladowa

2. Piksa M, Fortuna W, Lian C, Gacka M, Samuel IDW, Matczyszyn K, Pawlik KJ.
Treatment of antibiotic-resistant bacteria colonizing diabetic foot ulcers by OLED
induced antimicrobial photodynamic therapy. Sci Rep. 2023 Aug 28;13(1):14087. doi:
10.1038/s41598-023-39363-4. PMID: 37640720; PMCID: PMC10462621.— badania
oryginalne

3. Understanding the role of membrane lipids in mechanism of antimicrobial
photodynamic therapy in Escherichia coli Marta Piksa , Mariusz A. Bromke, Carlos
M. Marques, Sigoléne Lecuyer, Patricia Daira , Baptiste Fourmaux, Ifor D. W. Samuel,
Katarzyna Matczyszyn, Krzysztof J. Pawlik (bioRxiv, 2026) — badania eksperymentalne
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Charakterystyka i ocena publikacji
Publikacja 1 — charakter przegladowy

Pierwsza publikacja pt. The role of the light source in antimicrobial photodynamic therapy ma
charakter przegladowy, co nalezy wyraznie zaznaczy¢é przy ocenie catego cyklu
publikacyjnego. Nie jest to jednak klasyczny przeglad narracyjny o charakterze odtwérczym,
lecz wartosciowa, poglebiona i systematyczna analiza pismiennictwa, ktora stanowi istotny
fundament metodologiczny dla dalszych badan eksperymentalnych przedstawionych w
rozprawie.Doktorantka w pierwszej pracy przegladowej ze szczegblng starannoscig i
waikliwoscia opisata zagadnienie przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej (aPDT)
jako obiccujacej metody walki z narastajaca opornoscig drobnoustrojow. W sposob
uporzadkowany i bardzo kompetentny przedstawita mechanizm dziatania terapii, oparty na
aktywacji fotouczulacza $wiatlem o odpowiedniej dlugodci fali oraz generacji reaktywnych
form tlenu, prowadzacych do nieodwracalnego uszkodzenia struktur komdrkowych patogenow.
Oméwita réwniez udokumentowang skuteczno$¢ aPDT wobec szerokiego spektrum
drobnoustrojow, podkreslajac jej potencjal jako alternatywy lub uzupetnienia klasycznej
antybiotykoterapii.Na szczegblne podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka zwrécita uwage
na nadal niedostatecznie poznang role parametréw $wiatla, ktore sa kluczowe dla efektywnosci
terapii. W pracy przeanalizowano najwazniejsze czynniki fizyczne, takie jak dawka energii,
natezenie promieniowania, dlugos¢ fali oraz rodzaj zrédia $wiatta, wykazujac ich istotny wplyw
na skuteczno$é eliminacji drobnoustrojéow. Takie ujgcie problemu ma duze znaczenie
praktyczne, gdyz wskazuje, ze skutecznos¢ aPDT zalezy nie tylko od wiasciwosci
fotouczulacza, ale takze od precyzyjnej kontroli parametréw optycznych determinujacych
wydajno$¢ generacji reaktywnych form tlenu.

W ramach tej publikacji Doktorantka przeprowadzita systematyczny przeglad 464 publikacji
naukowych z lat 2000-2022, dotyczacych aPDT z zastosowaniem btekitu metylenowego jako
fotouczulacza. Analizie poddano:

o wplyw réznych zrédet swiatta (lasery, LED, lampy, OLED) i dtugosci fal na
skutecznos¢ terapii,
o wrazliwo$¢ réznych szczepow bakterii,
o zalezno$¢ pomiedzy parametrami swietlnymi (dawka energii, nat¢zenie, dtugos¢ fali) a
efektem bakteriobojczym,
¢ jako$¢ raportowania warunkéw biologicznych, takich jak:
o faza wzrostu bakterii,
o warunki hodowli,
o stezenie fotouczulacza,
o warunki ekspozycji.
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Na podstawie przeprowadzonej analizy Doktorantka zaproponowata standardy raportowania
badan nad aPDT, co nalezy uzna¢ za bardzo cenny wktad metodologiczny.

W pracy wykazaho, ze:

o mimo licznych badan in vitro, liczba badan in vivo pozostaje nadal niewielka, co w
znacznej mierze wynika z braku standaryzacji metodologicznej;

o parametry $wiatta maja kluczowe znaczenie dla skutecznosci terapii, poniewaz
determinujg wydajnos¢ generacji ROS;

e najkorzystniejsze okazato si¢ $wiatto czerwone (600—700 nm), zapewniajgce dobra
penetracje tkanek 1 efektywna aktywacj¢ fotouczulacza;

» skutecznos¢ eliminacji bakterii zalezy od gatunku drobnoustroju oraz budowy komorki,
w tym rdznic migdzy bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi;

o bakterie nie rozwijaja klasycznej opornosci na aPDT, poniewaz nie dysponuja
skutecznymi mechanizmami obrony przed tlenem singletowym;

o kluczows rolg odgrywa btona komdrkowa, w tym akumulacja fotouczulacza i jej
uszkodzenie jako centralny etap dziatania terapii.

Istotng wartoscig tej publikacji jest rowniez krytyczna analiza ograniczen obecnego stanu
badan. Doktorantka trafnie wskazata na brak standaryzacji metodologii eksperymentalnej,
niejednorodnos¢ sposobu raportowania parametréw fizykochemicznych i biologicznych oraz
niewielkg liczb¢ badan in vivo i badan klinicznych, co istotnie utrudnia poréwnywanie
wynikéw oraz ich translacje do praktyki klinicznej. Na tej podstawie zaproponowala
konieczno$¢ ujednolicenia warunkéw eksperymentalnych oraz standaryzacji raportowania
kluczowych parametrow optycznych i biologicznych, co nalezy uzna¢ za wazny i dojrzaty
wkiad metodologiczny, istotny dla dalszego rozwoju i wdrazania aPDT do praktyki kliniczne;j.

Choé publikacja ma charakter przegladowy, jej warto$¢ naukowa jest wysoka. W kontekscie
catej rozprawy pelni ona rol¢ mocnego fundamentu koncepcyjnego i metodologicznego, a nie
jedynie uzupetnienia cyklu publikacyjnego.

Publikacja 2 — praca oryginalna

Druga publikacja dotyczy oceny skutecznosci antybakteryjnej fotodynamicznej terapii (aPDT)
wobec Kklinicznych szczepdéw bakterii izolowanych z owrzodzen stopy cukrzycowej z
wykorzystaniem OLED jako zrodia $wiatta. Pobrano wymazy z ran od dziesigciu pacjentéw z
rozpoznanym zespotem stopy cukrzycowej, uzyskujac tacznie 32 szczepy kliniczne obejmujgce
22 gatunki bakterii. Izolaty zidentyfikowano z wykorzystaniem spektrometrii mas sprzezonej z
bazg danych profili biatkowych oraz oceniono ich wrazliwo$¢ na antybiotyki.U 74%
wyizolowanych szczepdéw bakteryjnych stwierdzono adaptacyjng oporno$é¢ na co najmniej
jeden antybiotyk. Wszystkie szczepy poddano procedurze aPDT z zastosowaniem OLED jako
zrodia swiatta oraz blekitu metylenowego w stezeniu 16 pM jako fotouczulacza. Zastosowanie
aPDT z wykorzystaniem OLED prowadzito do istotnej redukcji liczby bakterii we wszystkich
przypadkach. W przypadku bakterii patogennych redukcja wynosita od 1,1 log do ponad 8 log



(Klebsiella aerogenes, Enterobacter cloaca, Staphylococcus hominis), réwniez przy wysokiej
opornosci na antybiotyki (MRSA — redukcja o 5 log). Bakterie oportunistyczne wykazywaty
redukcje od 0,4 log (Citrobacter koseri) do ponad 8 log (Kocuria rhizophila).

Na szczeg6élne podkreslenie zashuguje wykorzystanie materiatu klinicznego, zastosowanie
nowoczesnych metod identyfikacji, wysoki potencjat translacyjny wynikéw oraz wykazanie
skuteczno$ci niezaleznej od opornosci na antybiotyki, natomiast do ograniczen badania nalezy
zaliczy¢ niewielka liczebnos¢ prdby, charakter in vitro/ex vivo, brak analizy trwato$ci efektu,
ograniczone dane dotyczgce standaryzacji parametréw $wiatla oraz brak oceny bezpieczenistwa
dla tkanek gospodarza; pomimo tych ograniczen publikacja stanowi wartosciowe badanie
przedkliniczne i logiczne rozwinigcie pracy przegladowe;.

Pozycja 3 -badania eksperymentalne

Jedna z prac przedstawionych przez Doktorantk¢ zostala udostgpniona w repozytorium
bioRxiv, co oznacza, ze ma charakter preprintu i nie zostala poddana procesowi recenzji
naukowej, niemniej jednak stanowi najbardziej zaawansowany metodologicznie element cyklu
i dotyczy roli lipidow blonowych, zwtaszcza kardiolipiny, w mechanizmie dzialania aPDT.
Praca pt. , Understanding the role of membrane lipids in mechanism of antimicrobial
photodynamic therapy in Escherichia coli” dotyczy jednego z kluczowych zagadnien
wspdtczesnej mikrobiologii 1 fototerapii, jakim jest molekularne podioze wrazliwosci bakterii
Gram-ujemnych na antybakteryjna terapi¢ fotodynamiczna (aPDT). Autorka oraz zespét
badawczy koncentrujg si¢ na roli lipidéw blonowych, w szczegdlnosei kardiolipiny (CL), w
ksztattowaniu odpowiedzi komoérek bakteryjnych na stres oksydacyjny indukowany przez
$wiatlo i fotouczulacz — blekit metylenowy.

Celem pracy bylo okreslenie, w jaki sposob zmiany zawartosci i organizacji kardiolipiny
wpltywaja na skuteczno$¢ aPDT w modelu Escherichia coli. W tym celu zastosowano dwa
komplementarne podejscia: genetyczne (mutant AclsSABC pozbawiony zdolnosci syntezy CL)
oraz Srodowiskowe (modyfikacja lipidomu poprzez suplementacje mannitolem).

Doktorantka zastosowata naste¢pujaca adekwatng metodologie:

» modele biologiczne (E. coli, mutant AclsABC),
e modele biomimetyczne (GUV),

e techniki lipidomiczne (MS, GC),

» mikroskopie fluorescencyjna,

» pomiary elektrokinetyczne.

Tak kompleksowe podejscie pozwolito na wielopoziomowa analize zjawiska — od calych
komorek, przez sklad lipidowy, az po modele biomimetyczne.

Autorka przedstawita nastgpujgce wyniki:
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o zarowno delecja gendéw clsA/clsB/clsC, jak i chemiczna przebudowa lipidomu
indukowana mannitolem, prowadza do istotnego zwigkszenia wrazliwosci bakterii na
aPDT,

o zmniejszenie zawartosci kardiolipiny skutkuje nasileniem efektu bakteriobdjczego
nawet o kilka rzgdow wielkosci ( (>3 logio redukeji).

o zmiany w skladzie lipidow blonowych wplywaja na wiasciwosci elektrokinetyczne
komorek, w tym potencjat zeta i fadunek powierzchniowy,

» co szczegolnie istotne, zmniejszenie tadunku ujemnego nie prowadzi do spadku, lecz
do wzrostu wrazliwosci na biekit metylenowy, co wskazuje na dominujacg rolg
czynnikéw strukturalnych nad elektrostatycznymi.

Doktorantka wykazala, ze kardiolipina stanowi kluczowy czynnik determinujacy wrazliwo$¢
Escherichia coli na aaPDT. Praca wnosi istotny wkiad do zrozumienia mechanizmoéw dziatania
aPDT oraz wskazuje na potencjalne strategie zwigkszania jej skuteczno$ci poprzez modulacje
sktadu lipidowego blon bakteryjnych.

Najbardziej oryginalnym osiagni¢ciem wydaje si¢ opis tzw. ,,paradoksu kardiolipiny”, ktory
manifestuje si¢ w modelach bton — zwigkszong podatnoscig na utlenianie, a w komorkach
zywych — efektem ochronnym.

Ograniczeniami metodologicznymi sg badania na jednym gatunku (E.coli), warunki in vitro,
brak bezposrednich pomiardw ROS oraz ograniczone rozwinigcie implikacji klinicznych.

Cho¢ wybor bakterii E.coli jest uzasadniony ze wzgledu na znaczenie tego gatunku jako modelu
bakterii Gram-ujemnych, ogranicza to mozliwos$¢ bezposredniego uogdlnienia wynikéw na
inne patogeny, zwlaszcza klinicznie istotne szczepy wielolekooporne o odmiennej
architekturze btony zewngtrznej i odmiennych systemach odpowiedzi na stres oksydacyjny.
Po drugie, eksperymenty realizowano w warunkach in vitro, co jest naturalnym etapem badan
podstawowych, jednak nie pozwala na pelng ocen¢ znaczenia obserwowanych mechanizméw
w warunkach bardziej ztozonych biologicznie, takich jak biofilm, $srodowisko rany przewlekle;j
czy model zakazenia in vivo.Podsumowujac, recenzowana praca stanowi nowatorskie i dobrze
udokumentowane opracowanie, ktore w istotny sposob poszerza wiedzg na temat roli lipidow
btonowych w mechanizmie dziatania terapii fotodynamicznej. Wykazuje wysoki poziom
merytoryczny, metodologiczny oraz interpretacyjny, a wskazane ograniczenia nie umniejszaja
Jjej wartosci naukowej.

Podsumowanie:
Mocne strony rozprawy:
1. Aktualno$¢ i znaczenie problematyki badawczej.
. Spdjnos¢ koncepcyjna cyklu publikacii.
3. Nowatorstwo naukowe — w tym hipoteza ,paradoksu kardiolipiny” i zastosowanie

OLED w aPDT.
4. Wysoki poziom metodologiczny i interdyscyplinarno$¢ badan.
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5. Potencjat translacyjny wynikéw dla praktyki kliniczne;.
6. Dojrzato$¢ interpretacyjna i umiejgtnos¢ integracji danych.

Uwagi krytyczne:

1. Ograniczenia modelowe — badania tylko na E. coli.
2. Przewaga badan in vitro/ex vivo nad badaniami in vivo.
3. Ograniczona liczebno§¢ materiatu klinicznego w badaniach translacyjnych

Uwagi te maja charakter konstruktywny i nie umniejszaja wartosci naukowej pracy, lecz
wskazuja kierunki dalszych badaf. W mojej ocenie cykl przedstawionych przez doktorantke
publikacji jednoznacznie wskazuje, ze dysertacja jest nowatorska i znaczgco poszerza wiedzg
w zakresie mechanizméw dziatania przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej. Praca
doktorantki stanowi wartosciowe i aktualne opracowanie o istotnym znaczeniu aplikacyjnym,
wyrozniajace si¢ trafnym doborem tematu badawczego, nowoczesnym podejsciem
metodologicznym, poprawnie zaplanowanym i przeprowadzonym procesem badawczym,
wykorzystaniem wiarygodnych metod identyfikacji ~drobnoustrojow i oceny ich
lekowrazliwosci, a takze przejrzysta analiza wynikow, ktore wnoszg istotny wklad do rozwoju
alternatywnych metod zwalczania zakazen wywotanych przez szczepy antybiotykooporne.
Ponadto Autorka podejmuje istotny i nadal niewystarczajaco poznany problem molekularnych
determinantéw wrazliwosci bakterii na terapig fotodynamiczna (aPDT), koncentrujgc sig na roli
lipidéw btonowych, w szczegdlnoéci kardiolipiny. Na szczegolne uznanie zastuguje jasno
sformutowany cel pracy oraz konsekwentna jego realizacja poprzez zastosowanie
komplementarnych podejs¢ badawczych. Na szczegOlne podkreslenie zastuguje fakt, ze
przedstawiony cykl obejmuje petne spektrum badan — od analizy przegladowej, przez badania
translacyjne, az po analizy mechanistyczne — co $wiadczy o wysokim poziomie dojrzatosci
naukowej Autorki.

Whiosek koncowy

Autorka rozprawy wykazata si¢ dojrzatoscia naukows, umiejgtnoscig samodzielnego
planowania i realizacji badar oraz kompetencjami w zakresie krytycznej analizy uzyskanych
wynikéw. W zwigzku z powyzszym wnosze o dopuszczenie mgr inz. Marty Piksy do dalszych
etapéw obrony rozprawy doktorskiej. Potwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Marty
Piksy spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571). Jednoczesnie wnosz¢ o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej ze wzgledu na jej wysoka warto$¢ naukows i oryginalnos¢, bardzo dobre
zaprojektowanie i kompleksowa realizacj¢ badan, znaczacy potencjat aplikacyjny uzyskanych
wynikéw oraz udokumentowang samodzielno$¢ badawcza doktorantki.
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