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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marty Piksy
pt. ,, Mechanizmy fotoinaktywacji drobnoustrojow”
tytul w jezyku angielskim ,, Mechanisms of microbial photoinactvation”

Pani mgr inz. Marta Piksa wykonata prace doktorska w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroctawiu, pod opiekg pana dr hab. Krzysztofa Pawlika i pani profesor
dr hab. inz. Katarzyny Matczyszyn. Praca powstala w ramach szerszej
wspotpracy naukowej pomiedzy Instytutem Hirszfelda, Politechnika
Wroctawska oraz trzema jednostkami zagranicznymi: University of
St Andrews, Ecole Normale Superieure (ENS) oraz Institut National des
Sciences Appliquees de Lyon (INSA). Recenzowana praca ma charakter
interdyscyplinarny i wpisuje si¢ w aktualne nurty badawcze dotyczace
niezwykle istotnej problematyki antybiotykoodpornosci mikroorganizmdéw
oraz poszukiwania nowych Sciezek postgpowania w leczeniu i profilaktyce
zakazen tego typu mikroorganizmami. Jedng z takich alternatywnych
i badanych od wielu lat $ciezek walki ze szkodliwymi mikroorganizmami
jest wykorzystanie jako czynnika biobdjczego $wiatta (promieniowanie UV)
lub $wiatta we wspdldzialaniu z substancjami chemicznymi pochodzenia
endo- lub/i egzogennego. W tym drugim przypadku mozna wyrdzni¢ badania
nad wykorzystaniem fotoaktywowanych chemioterapeutykéw Iub ich
prekursorow oraz reakcji fotokatalitycznych i fotosensybilizowanych w tym
terapii fotodynamicznej.

Doktorantka za obiekt swoich zainteresowan wybrala kliniczne szczepy

bakterii o zrdéznicowanych profilach opornosci pochodzace od pacjentéw
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z owrzodzeniami stopy cukrzycowej i pochylita si¢ nad mozliwoscia ich
dezaktywacji przy wykorzystaniu terapii fotodynamicznej z zastosowaniem
blckitu metylenowego jako fotosensybilaztora i organicznych diod elektro-
luminescencyjnych (OLEDs). Pragnac wnikng¢ w molekularne $ciezki
odpowiedzialne za procesy inaktywacji bakterii przy wykorzystaniu terapii
fotodynamicznej postanowita przygladna¢ si¢ blizej roli lipidéw blonowych.

Tg tematykg Doktorantka zainteresowata si¢ jeszcze w czasie wykonywania
pracy magisterskiej i postanowita ja w dalszej swojej aktywnosci naukowej
rozwing¢ a przedstawiona do oceny praca doktorska jest wynikiem tych

zainteresowan naukowych.

Ocena pracy doktorskiej pod wzgl¢dem formalnym.

Z formalnego punktu oceniana rozprawa doktorska zostala przygotowana
jako cykl trzech artykulow naukowych z dotaczonymi krétkimi informacjami
dotyczacymi kazdego artykulu (od 1 do 3 stron) zawierajacymi kolejno
uzasadnienie podjecia badai/studiéw literaturowych opisanych w danym
artykule; ujete w postaci punktowych hasel najistotniejsze informacje
o stosowanych metodach i obiektach badawczych; réwniez punktowo ujete
najwazniejsze uzyskane rezultaty oraz bardzo skrotowo opisane wnioski.
Ponadto w sktad przedstawionej rozprawy doktorskiej weszty: spis tresci, spis
rysunkow 1 tabel, spis stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, bardzo krotkie wprowadzenie do rozprawy (6 stron, 3 rysunki);
uzasadnienie i cele podjetych badan (2 strony); spis literatury. Do rozprawy
dolaczone zostaly o$wiadczenia Doktorantki i wspotautoréw publikacji o ich
wkladzie w kazdy z ujetych w rozprawie doktorskiej artykutéw (46 stron);
lista wszystkich publikacji, w ktérych Doktorantka jest wspolautorem;
informacje o odbytych stazach naukowych, uczestnictwie w konferencjach
naukowych, kursach i seminariach oraz o dziatalnosci dotyczace]
popularyzacji nauki. Zaréwno rozprawa doktorska jak i pozostale materiaty
zostaly przygotowane w jezyku angielskim.

Spoéréd trzech artykuléw wchodzacych w sklad pracy doktorskiej dwa sg
pracami oryginalnymi, bazujacymi na badaniach przeprowadzonych migdzy

innymi przez Doktorantke, a jeden to praca przegladowa.
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Wszystkie artykuly sg wieloautorskie (od 6 do 9 wspodtautorow) i w kazdym z
nich Doktorantka jest pierwszym autorem. Zgodnie z os$wiadczeniami
Doktorantki i wspdtautoréw poszczegdlnych publikacji, rola Doktorantki we
wszystkich pracach byla znaczaca o czym Swiadczy rowniez jej pierwsza
pozycja w spisie autorow. Doktorantka oprécz wykonania poszczegdlnych
badan eksperymentalnych miata udzial w formulowaniu koncepcji artykutow,
doborze metod badawczych, przedstawieniu i dyskusji otrzymanych
rezultatdw oraz w przygotowywaniu manuskryptéw tych artykutow.
Recenzentowi trudno jest jednak oszacowaé doktadniej wklad Doktorantki
w powstanie tych artykutow, tym bardziej, ze brak jest jednego spojnego
opisu catoksztaltu badan przeprowadzonych przez Doktorantke w ramach
pracy doktorskiej. Takiej roli nie spelniaja na pewno wstepne omodwienia
poszczegdlnych artykuldéw, poniewaz jest to nadal informacja dotyczaca
wspolnego projektu badawczego wszystkich wspodtautoréw danego artykutu.
W zwigzku z tym uprzejmie prosz¢ o bardziej szczegblowe wyjasnienia w
trakcie obrony pracy.

Dodatkowo chcialam zwrdci¢ uwage na niezbyt staranne przygotowanie
przekazanego mi egzemplarza rozprawy doktorskiej, praktycznie
uniemozliwiajacy  zapoznanie si¢ z treScig opublikowanych artykutow,
w szczegolnosei dotyczy to publikacji numer 2 i 3. Na szczescie w przypadku
obu czasopism mozliwy byl dostgp elektroniczny. Uwagi te nie zmieniajg
faktu, iz pod wzgledem formalnym rozprawa zostata przygotowana zgodnie

Z wymogami ustawy oraz regulaminem instytutu.

Ocena rozprawy doktorskiej pod wzgl¢dem merytorycznym

Po bardzo krotkim wprowadzeniu w tematyke doktoratu, Doktorantka w
rozdziale 6 ,,Research background and objectives” przedstawia cele swojej
pracy wraz z uzasadnieniem. Jako gléwny cel podaje identyfikacje
kluczowych strukturalnych determinantow wplywajgcych na efektywnosé
przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej w zwalczaniu bakterii, ze
szczegdlnym uwzglednieniem lipidéw blon bakteryjnych. Do wypelnienia
tak zrysowanego celu glownego Doktorantka proponuje trzy cele
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- rozw(j i standaryzacja fizykochemicznych i biologicznych parametrow dla
przeciwdrobnoustrojowe;j terapii fotodynamicznej (O1)

- ocena skutecznosci fotodynamicznej terapii przeciwbakteryjnej w leczeniu
klinicznych zakazen bakteryjnych (O2)

- okreSlenie kluczowych mediatorow molekularnych decydujacych o
wrazliwosci bakterii na fotodynamiczng terapi¢ przeciwdrobnoustrojowa
(aPDT) (O3)

Na zakonczenie rozdziatu 6 Doktorantka przedstawia hipoteze: ,,Skutecznos¢
fotodynamicznej terapii przeciwbakteryjnej zalezy od struktury lipidoméw
bakterii”

Jako wynik realizacji postawionych celéw badawczych Doktorantka
przedstawia zalaczone trzy publikacje. W krétkich omowieniach tych
publikacji, w ramach pierwszego podpunktu kazdego omowienia ,, Rationale
of research objectives” wskazuje, na ktory z zalozonych celéw odpowiada
dany artykut. I tak artykul przegladowy w Chemical Society Review
zatytulowany ,,The role of light source in antimicrobial photodynamic
therapy” zostal przedstawiony w odpowiedzi na pierwszy cel pracy czyli
konieczno$ci standaryzacji fizykochemicznych i biologicznych parametréw
dla przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej. W  ramach
przedstawionego artykultu po krotkiej charakterystyce réznych Zrodet $wiatla
stosowanych ogélnie w badaniach fotomedycznych  (promieniowanie
stoneczne, lampa, laser, dioda elektroluminescencyjna, organiczna dioda
elektroluminescencyjna), autorzy koncentruj¢ swoja uwage na wykazaniu
przydatnosci poszczegolnych typéw zrodel Swiatta (lampa, laser, dioda
elektroluminescencyjna,  organiczna  dioda  elektroluminescencyjna)
w antydrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej. W tym celu dokonali
analizy 330 artykuléw z bazy Web of Science opublikowanych w latach
2020-2022 opisujacych rezultaty badan nad zastosowaniem terapii
fotodynamicznej w uktadach, w ktérych uzyty byt ten sam fotosensybilizator
(blekit metylenowy) natomiast mogly by¢ rézne Zrodla Swiatla
i drobnoustroje (bakterie, grzyby, wirusy, pasozyty). W analizie wydajnoSci
procesu dezaktywacji drobnoustrojow wzigto pod uwage nastgpujgce
parametry dotyczgce uzytego promieniowania: rodzaj zrodia swiatla i jego

moc wyjsciowa, ekspozycje na promieniowanie, nat¢zenie promieniowania,
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czas naswietlania, dhlugo$¢ fali. Brano oczywiscie pod uwage stezenie
fotosensybilizatora oraz rodzaj drobnoustrojow (szczep, forma, opornos$¢ na
antybiotyki). Ponad potowa przeanalizowanych prac dotyczyla badan nad
inaktywacja bakterii, okolo 30 procent dotyczyto grzybow i odpowiednio 8
procent wirusdéw i ok. 5 procent pasozytéw. Zdecydowana wigkszo$¢ badan
dotyczyta uktadéw in vitro. Na podstawie przeprowadzonych analiz autorzy
postulujg, iz uzyte zrodlo $wiatlo odgrywa kluczowa role w uzyskaniu jak
najlepszej efektywnosci fotodynamicznej inaktywacji drobnoustrojéw. Przede
wszystkim jednak Autorzy zwracaja uwage na wyjatkowo utrudniajacy
analize tego typu wynikéw brak standaryzacji okreslonych warunkéw
i parametrow pomiarowych. W zwigzku z tym, majgc réwniez na uwadze
przyspieszenie prac nad implementacja obiecujacych rozwigzan in vitro do
zastosowan Kklinicznych, na zakonczenie artykulu proponujg okreSlone
zestawy parametrow fizykochemicznych i biologicznych, ktére powinny ulec
standaryzacji. Nalezg do nich wérdd parametréw fizykochemicznych: Zrédto
i parametry dotyczace $wiatta (ekspozycja promieniowania, natg¢zenie
promieniowania, czas na$wietlania, frakcjonowanie, widmo promieniowania,
dtugos¢ fali , naswietlany obszar). Natomiast wér6éd parametréw biologiczno-
chemicznych wymieniaja: poczatkowe ilosci celu fotoinaktywacji, rodzaj
i stezenie fotosensybilizatora, rodzaj rozpuszczalnika dla fotosensybilizatora,
czas preinkubacji, informacja o dodatkowych procedurach oczyszczania
przed naswietleniem oraz informacje o dodatkowych eksperymentach
kontrolnych (badany obiekt biologiczny z sensybilizatorem bez $wiatla,
naswietlany bez sensybilizatora oraz bez obu tych czynnikow)

W ramach realizacji drugiego celu pracy doktorskiej dotyczacego
oceny skutecznosci fotodynamicznej terapii przeciwdrobnoustrojowe;
w leczeniu klinicznych zakazen bakteryjnych Doktorantka przedstawila
artykut w opublikowany w czasopismie Scientific Reports, zatytulowany
“Treatment of antibiotic-resistant bacteria colonizing diabetic foot ulcers by
OLED induced antimicrobial photodynamic therapy” .

Badania nad wykorzystaniem aPDT wobec szczepéw  klinicznych
o zrOéznicowanych profilach antybiotykoodpornosci, wyizolowanych
i wyhodowanych z materialéw klinicznych pochodzacych od 10 pacjentow

z owrzodzeniami stopy cukrzycowej przeprowadzone byly z uzyciem
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organicznych diod elektroluminescencyjnych jako zrodla Swiatlta i blekitu
metylenowego jako fotosensybilizatora. ewaluacja aPDT in vitro na hodowli
bakterii planktonicznych.

Wyizolowano trzydziesci dwa szczepy kliniczne odpowiadajgce 22
gatunkom bakterii. Wyizolowane szczepy zostaly =zidentyfikowane za
pomocg spektrometrii mas sprzgzonej z baza profili bialkowych
i przetestowane pod katem podatno$ci na antybiotyki. Okolo 75 procent
z badanych szczepéw wykazato adaptacyjng oporno$¢ na przynajmniej jeden
z zastosowanych antybiotykow Wszystkie wyizolowane szczepy zostaly
poddane terapii fotodynamicznej i niezaleznie czy byly to bakterie patogenne
czy oportunistyczne ulegly redukcji w znaczacym stopniu, od 1 do nawet 8
rzedéw w skali logarytmiczne;j.

Wykazano, ze skutecznos¢ terapii nie byta skorelowana z profilem opornosci
na antybiotyki ani klasycznym podziatem na bakterie Gram-dodatnie i Gram-
ujemne. Zasugerowano istotna rol¢ innych struktur komérkowych w procesie
fotodynamicznej inaktywacji, w szczegélnosci z udzialem lipidow
btonowych.

W ramach realizacji trzeciego szczegdétowego celu pracy doktorskiej
dotyczagcego  okre$lenia  kluczowych  mediatorow  molekularnych
decydujgcych o wrazliwosci  bakterii na fotodynamiczng terapig
przeciwdrobnoustrojowa (aPDT) przedstawiona zostala przez Doktorantke
praca (pre-print, bioRxiv) zatytulowana “Understanding the role of membrane
lipids in mechanism of antibacterial photodynamic therapy in Escherichia
coli” (pre-print, bioRxiv). Praca ta w najwigkszym stopniu dotyka problemu
zarysowanego jako gléwny cel pracy doktorskiej, a mianowicie roli lipidow
membranowych w mechanizmach wplywajacych na skutecznos¢ terapii
fotodynamicznej w walce z bakteriami, w szczegolnosci w przypadku
szczepéw antybiotykoopornych. Na podstawie badaf poréwnawczych
przeprowadzonych z uzyciem organicznych diod elektroluminescencyjnych
oraz bigkitu metylenowego jako fotosensybilizatora na trzech modelach dla
zywych  bakterii  Eschericha coli tj. niemodyfikowanych oraz
zmodyfikowanych pod wzgledem zawartosci lipidu membranowego
kardiolipiny, w tym calkowitego jej braku w modelu po modyfikacji

genetycznej oraz ograniczonego Wwystepowania po modyfikacjach
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chemicznych poprzez suplementacje mannitolu, wykazano iz zredukowany
poziom kardiolipiny oraz zmieniony stopien nasycenia kwasow thuszczowych
zwieksza podatno$é bakterii na terapi¢ fotodynamiczna.. Dodatkowe badania
na modelu blony komérkowej (GUVs) ze zwigkszong zawartoscia
kardiolipiny wykazaly zwigkszona w poréwnaniu do komérek zywych
podatnasc na fotooksydacje. Poréwnanie wynikéw badaf na
niezmodyfikowanych zywych komoérkach, komorkach zmodyfikowanych
genetycznie i poprzez ekspozycje $rodowiskowg oraz badaniach na modelu
blony wskazalo na pewien paradoks, ktéry nazwano paradoksem
kardiolipiny, polegajacy na tym iz chociaz czasteczka kardiolipiny
chemicznie wykazuje wysoka podatnos¢ na utlenianie, w zywych bakteriach
w obszarze biegunéw komérki tworzy ona mikrodomeny stabilizujace biatka
blonowe odpowiedzialne za metabolizm energetyczny i systemy obrony
przed reaktywnymi formami tlenu. Najwazniejszym wnioskiem ptynacym
z badan przeprowadzonych i opisanych w tej publikacji jest wskazanie
kluczowej roli kardiolipiny w ksztaltowaniu wrazliwosci bakterii na terapi¢

fotodynamicznag.

Uwagi i problemy do przedyskutowania w trakcie obrony.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter pracy
interdyscyplinarnej, z pogranicza nauk biologicznych, nauk chemicznych
i nauk fizycznych. Stwierdzam, ze wnosi pewne elementy nowosci naukowej
do wszystkich tych dyscyplin, chociaz w najwigkszym stopniu w stosunku do
nauk biologicznych. Tak naprawde z punktu widzenia nauk chemicznych
zabraklo mi w tej rozprawie poglebionej dyskusji mechanizméw tworzenia
reaktywnych form tlenu oraz wplywu réznych parametréw na ich profil,
wydajnos¢ oraz $ciezek dziatania i ich skutecznos¢. Roéwniez
niewystarczajace jest przedstawienie typow fotosensybilizatoréw oraz ich roli
w terapii fotodynamiczne;j.
Uwagi szczegbdlowe:

1. Zbyt ogoélne sformutowania celow pracy w stosunku do

przedstawionych rezultatéw i ich dyskus;ji.
2. Brak dyskusji r6znych mozliwosci wykorzystania $wiatta w walce z

drobnoustrojami.
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3. Nie mogg¢ si¢ zgodzi¢ z kategorycznym stwierdzeniem Doktorantki, iz
parametry Zrodla $wiatla sg gléwnym determinantem skutecznosci
terapii fotodynamicznej , co wynika z ich kontroli nad generowaniem
ROS. Aktywno$¢ fotodynamiczna to wynik wspoéldzialania trzech
komponentow: $wiatta, fotosensybilizatora oraz tlenu. Kazdy z tych
elementow jest rdwnie wazny.

4. Brak odniesienia i dyskusji nad mozliwoscia wykorzystania
przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej aPDT w kontekScie
wytwarzanego przez rézne szczepy bakterii biofilmu. Wszystkie
przedstawione badania dotyczyly bakterii w formie planktoniczne;.

Prositabym Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do wszystkich podniesionych

powyzej kwestii.

Podsumowanie

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.
187 ust.1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (j. Dz. U. z 2024r.
poz. 1571 z pdézn. zm.) oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w

dyscyplinie nauki biologiczne.
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