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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Piksy
pt. ,,Mechanizmy fotoinaktywacji drobnoustrojow”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Marty Piksy zostata wykonana w Laboratorium
Biotechnologii w Instytucie Immunologii 1 Terapit Doswiadczalne) im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk. Prace badawcze przeprowadzono pod opieka dr hab. Kizysztofa Pawlika oraz prof. dr
hab. Katarzyny Matczyszyn. Fakt, iz doktorantka przygotowywala prace pod kierunkiem dwoéch
specjalistéw reprezentujacych rézne dziedziny, wskazuje na jej interdyscyplinarny charakter. Sama
metoda fotoinaktywacji drobnoustrojéw ma z natury charakter interdyscyplinarny 1 wymaga polaczenia
wiedzy z zakresu mikrobiologii, fotochemi, fotofizyki. Podjecie pracy doktorskiej w tej tematyce wymaga
zatem szerokiego warsztatu naukowego 1 umiejetnoscl integrowania podejsé wywodzacych si¢ z réznych
obszaréw badawczych. Tego zadania z powodzeniem podjela si¢ mgr inz. Marta Piksa.

1. Formalna ocena rozprawy
Przedstawiona do oceny rozprawa ma charakter hybrydowy, tj. skladaja si¢ na nia dwie prace
opublikowane w 2023 roku w bardzo dobrych czasopismach o zasiggu mie¢dzynarodowym oraz
manuskrypt zdeponowany w bazie bioRxiv:

@® Piksa M, Lian C, Samuel IC, Pawlik KJ, Samuel IDW, Matczyszyn K. The role of the light
source in antimicrobial photodynamic therapy. Chemical Society Reviews, IF = 46,

(i1) 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. Scientific Reports , IF = 3.9,

(i11) Piksa M, Bromke MA, Marques CM, Lecuyer S, Patricia Daira, Fourmaux DB, Samuel IDW,
Matczyszyn K, Pawlik KJ Understanding the role of membrane lipids in mechanism of
antimicrobial photodynamic thempy in Escherichia cols; (doi:
hetps://dotore/10.64898/2026.01.26.701284).
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Rozprawa zostala zaopatrzona krotkim, kilkustronicowym wstepem, zawierajacym uzasadnienie podjecia
problematyki badawczej 1 cele rozprawy. Calos¢ zostala napisana w jezyku angielskim i liczy 143 strony.
Autorka podaje - tam, gdzie jest to uzasadnione - wszystkie wskazniki bibliometryczne, a o§wiadczenia
dotyczace wkladu doktorantki w powstanie poszczegolnych prac skladajacych si¢ na cykl publikacyjny
zostaly przygotowane bardzo szczegdlowo.

Doktorantka sformulowata jeden gléwny cel rozprawy: “Identification of key structural
determinants affecting the efficacy of antimicrobial photodynamic therapy against bacteria, with
particular emphasis on bacterial membrane lipids” oraz trzy cele szczegdlowe, (i) ,,development and
standardization of physicochemical and biological parameters in studies on antimicrobial photodynamic
therapy, (i) evaluation of the efficacy of antimicrobial photodynamic thetapy against clinical bacterial
strains with diverse resistance profile, (iif) identification of key molecular mediators determining bacterial
susceptibility to antimicrobial photodynamic therapy. Pewna niespdjnosé¢ formalng stanowi fakt, ze
autorka deklaruje wyznaczente czterech celow szczegélowych, podezas gdy w pracy wyszezegdlniono
jedynie trzy. Kwestia ta wymaga doprecyzowania.

Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ wstegpem o charakterze bardzo ogdlnym, stanowigcym klasyczne
wprowadzenie do problematyki. Znalazly si¢ w nim réwniez trzy ryciny przedrukowane z publikacii
wspolautorstwa doktorantki, Rozdzial wstepny konczy sie sformutowana hipoteza badawcza: “The
effectiveness of antimicrobial photodynamic therapy 1s determined by the architecture of the bacterial
lipidome.” Sama hipoteza badawcza brzmi poprawnie, jednak jej zakres wydaje si¢ odnosi¢ bezposrednio
jedynie przede wszystkim do celu szczegélowego O3 (str. 23), a nie do calego przedstawionego cyklu
publikacyjnego, ktory obejmuje réwniez zagadnienia standaryzacji parametréw aPDT oraz ocene
skutecznosci terapit wobec klinicznych izolatow bakterii. Na dalszq cz¢$¢ rozprawy skladaja sie
opublikowane prace oraz manuskrypt ,,preprintowy”, kazda poptrzedzona krotkim wprowadzeniem

syntetycznie podsumowujacym cele pracy, zastosowana metodologie, najwazniejsze wyniki oraz wnioski.

W tym miejscu watto zaznaczy¢, ze mimo r6éznego charakteru poszczegdlnych elementéw rozprawy
(praca przegladowa, praca eksperymentalna oraz manuskrypt o charakterze mechanistycznym), tworza
one spdjny tematycznie cykl koncentrujacy si¢ wokdl  determinant skutecznosci  terapi
fotodynamicznej wobec bakterii. Prace te nie sa rozproszonymi artykutami, lecz konsekwentnym
programem badawczym. Publikacja przegladowa definiuje problem i luki w wiedzy, praca dotyczaca
analizy mikroorganizméw izolowanych od pacjentéw dostarcza dowodéw na skutecznosé aPDT, a praca
o lipidach poglebia zrozumienie biologicznych podstaw tej skutecznosci, wskazujac na potencjalne nowe
cele terapeutyczne (tj. modulowanie skladu lipidéw blonowych).

2. Ocena wkltadu doktorantki
We wszystkich trzech pracach, ktore skladaja si¢ na recenzowany cykl publikacyjny doktorantka jest
plerwszg autorka. 7 o$wiadczen zlozonych przez wspétautorow wynika, ze wkiad mgr inz. Marty Piksy

w powstanie publikacji jest adekwatny do pierwszego autorstwa. Doktorantka uczestniczyla w
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przygotowaniu koncepcji pracy, zebrala literature, przeprowadzita analiz¢ danych oraz analize
statystyczna, przygotowala pierwsza wersje manusktyptow, a takze jest autorka znaczacej wickszosci figur
1 tabel. Na podstawie o$wiadczen ztozonych przez wspotautorow uwazam, ze wklad mgr inz. Marty Piksy
w powstanie kazdej z prac wchodzacych w sklad przedstawionego cyklu publikacyjnego byl znaczacy 1
adekwatny do deklarowanego pierwszego autorstwa. Przedstawiony dorobek pozwala uznaé, zZe
doktorantka wykazata si¢ duzq samodzielnoscig naukows.

3. Omowienie zawartodci prac i ich powigzania

Publikacja (i)

Bardzo duza zaleta tej pracy jest jej syntetyczny i krytyczny charakter. Nie jest tylko kolejny przeglad
dotyczacy aPDT, koncentrujacy si¢ wylacznie na zwiazkach fotosensybilizujacych, mechanizmach
dziatania fotogenerowanych reaktywnych form tlenu czy kolejnych modelach mikrobiologicznych. Praca
ta wskazuje na konkretna istotng luke w badaniach nad aPDT, a mianowicie brak standaryzacji 1 spdjnego
opisu parametrow zwigzanych ze zrédlem swiatla. Autorka podjeta probe przeniesienia jezyka optyki do
literatury  biologicznej, wskazujac na potrzebe ujednolicenia sposobu opisu  parametrow
fizykochemicznych stosowanych w tego typu badaniach. Uwazam t¢ prace za niezwykle cenny wkiad w
zwickszenie spojnosci badan w dziedzinie szeroko pojetej fotoinaktywacjt mikroorganizmow, a w
konsekwencji takze w standaryzacje protokolow eksperymentalnych, rozwdj urzadzen os$wietlajacych
oraz potencjalna translacje kliniczng. To ostatnie jest z resztg jednym z nadrzednych celéw autorki, co
zostalo wyraznie wskazane na str. 22 rozprawy, w rozdziale ,,Research background and objectives”.
Jednoczesnie cheialabym zwrdci¢ uwage na istotne ograniczenie tego typu opracowania. Analizowany
material jest wysoce heterogeniczny — obejmuje roézne szczepy baktert, odmienne modele
cksperymentalne, rézne punkty koncowe oraz warunki ekspozycji. W zwigzku z tym prosze
doktorantke o odniesienie si¢ do kwestii, na ile z tak niejednorodnego materialu mozna
formutowac¢ daleko idgce uogdlnienia?

Publikacja (i1)

Problem badawczy opisany w tej publikacji ma wysoka istotnosé kliniczna, pontewaz odpowiada na realny
problem narastajacej antybiotykoodpornosci w zakazeniach przewleklych ran. Duzym atutem pracy jest
uzycie klinicznych 1zolatéw bakterii zamiast wylacznie laboratoryjnych szczepow referencyjnych. Autorka
zbadala material pochodzacy od pacjentow z owrzodzeniami stopy cukrzycowej (32 izolaty),
identyfikujac 22 gatunki bakterii, z ktorych zdecydowana wickszos¢ (74%) wykazywala opornosé na
klasyczne antybiotyki. W pracy pokazano, ze badane izolaty moga by¢ skutecznie inaktywowane metoda
aPDT z wykorzystaniem innowacyjnych zrodel swiatta OLED, a skutecznos$¢ fotoinaktywacjt nie zalezy
bezposrednio od profilu lekoopornosct badanego 1zolatu. O ile szczepo-zaleznos$¢ odpowiedzi na aPDT
jest stosunkowo dobrze opisana w literaturze, o tyle zastosowanie elastycznego zrédla swiatla, ktore
mozna dopasowac¢ do powierzchni rany, ktore jednoczesnie nie emituje znaczacych ilosci ciepla, stanowi
istotny wklad koncepcyjny 1 rzeczywistg nowos¢ przedstawionego badania. Na uwage zasluguje rowniez
fakt, Ze praca nie ogranicza si¢ do pojedynczego organizmu modelowego, ale obejmuje roézne bakterie
Gram-dodatnie 1 Gram-ujemne. Istotnym elementem jest takze bardzo wysoka efektywnosc
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zastosowanego podejscia OLED-aPDT, siegajaca nawet 8 logio redukcji liczby baktetii, co wskazuje, ze
obserwowany efekt ma znaczenie biologiczne, a nie wylacznie statystyczne. Jednoczes$nie warto
zaznaczyC, ze autorka badala izolaty pochodzace z ran, a nie sama rang jako zlozone $rodowisko
biologiczne. W naturalny sposéb utrudnia to bezposrednie przetozenie uzyskanych wynikéw na warunki
kliniczne, gdzie istotna role moga odgrywaé dodatkowe czynniki, takie jak obecnosé biofilmu, srodowisko
tkankowe, odpowiedZ gospodarza czy ograniczona penetracja $wiatla w rzeczywistej tkance. W zwiazku
z tym prosze doktorantke o komentarz, jak ocenia realng mozliwos¢ zastosowania i skuteczno$c tej
metody u pacjentow? W literaturze dostepnych jest wiele danych wskazujacych na wysoka skutecznosé
aPDT na etapie proof-of-concept, jednak liczba rzeczywistych zastosowan klinicznych pozostaje nadal
ograniczona.

Manuskrypt (1ii)

Manuskeypt zlozony w bazie danych bioRxiv jest, moim zdaniem, najbardziej ambitnym naukowo
clementem rozprawy doktorskiej, poniewaz wykracza poza demonstracje skutecznosci aPDT i podejmuje
probe wyjasnienia molekularnych determinant podatno$ci bakterii na terapie fotodynamiczng. Autorka
opatla przedstawiona hipoteze (str. 23) na wiarygodnych przestankach wskazujacych na role kardiolipiny
w organizacj¢ blony bakteryjnej, jej udziale w lokalizacji biatek blonowych i znaczeniu w odpowiedzi na
stres oksydacyjny. W warstwie eksperymentalnej praca integruje podejscie mikrobiologiczne, biochemig
lipidow oraz modele biomimetyczne. Autorka zbadala role lipidomu bakteryjengo w odpowiedzi na
aPDT zatowno 2z wykorzystaniem podejscia genetycznego (analiza mutantéw), jak 1 poprzez
srodowiskowe remodelowanie lipidow. Zastosowanie modelu GUV, w ktotym wyzszy poziom
kardiolipiny wiazal si¢ z wicksza podatnodcia na fotooksydacje, pozwolito autorom zasugerowac, ze
kardiolipina nie jest jedynie biernym celem oksydacji, ale moze stanowi¢ element architektury obrony
komorkowej. Calos¢ podejscia wskazuje na rzeczywista wartos¢ koncepceyjna pracy. Jako potencjalny
recenzent takiego manuskryptu zastanawiatabym si¢ jednak, na ile przedstawiony mechanizm jest
specyficzny dla zastosowanego  eksperymentalnego modelu, a na ile moglby zostaé
potwierdzony dla innych Gram(-) i Gram(+) bakterii. Poprosz¢ doktorantke o odniesienie si¢ do tej
kwestil,

Dodatkowo chciatabym  zapyta¢ o dobdér warunkéw aPDT  zastosowanych w  badaniach
eksperymentalnych opisanych w publikacji (if) i manusktypcie (iii), tj. 16 uM MB, 54 J/cm? 5 mW/ cm?
Co zdecydowalo o wyborze wlasnie takich parametréw eksperymentalnych?

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr inz. Marty Piksy oceniam pozytywnie. Praca dotyczy aktualne;
iistotnej problematyki badawczej, osadzonej na pograniczu mikrobiologii, fotochemii i fotofizyki, a tym
samym wpisuje si¢ w nurt badan interdyscyplinarnych o istotnym potencjale aplikacyjnym. Na szczegdlne
podkreslente zastuguje fakt, ze doktorantka podjela si¢c ambitnego tematu badawczego, wymagajacego
integracjt wiedzy 1 metod wywodzacych si¢ z réznych obszaréw nauki 1 z powodzeniem ztealizowata
postawione cele badawcze. Przedstawiony cykl publikacji $wiadczy o duzej samodzielnosci naukowej
doktorantki, umiejetnosci krytycznej analizy danych oraz sprawnym postugiwaniu si¢ nowoczesnym
warsztatem badawczym. Jest to praca stanowigca oryginalne rozwiazanie problemu naukowego,
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prezentujaca ogdlna wiedze¢ teoretyczng doktorantki w dyscyplinie oraz potwietdzajaca umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Ponadto stwierdzam, ze przedlozona rozprawa spelnia
warunki okreslone w Art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2024
t. poz. 1571, z pdZn. zm.) oraz wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgy inz. Matty Piksy
do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych 1
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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