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Ocena pracy doktorskiej mgr Klaudii Szymczak

pt. ,Fotodynamiczna inaktywacja wielolekoopornego Staphylococcus aureus i redukcja
Jego wirulencji z wykorzystaniem nowych porfiryn koordynowanych jonami galu (1)”

Gronkowiec zlocisty to jedne z najbardziej antybiotyko-opornych bakterii, odpowiedzialnych
za zakazenia szpitalne i poza szpitalne, oraz zaostrzenia chronicznych zapalnych choréb
skory, przede wszystkim atopowego zapalenia skory (AZS). Jest co najmniej kilka powodéw
uzasadniajgcych intensywne zainteresowanie $rodowiska naukowego patofizjologig i
wybiérczym hamowaniem wzrostu tych bakterii. Po pierwsze, nasilajace sie zakazenia
bakteriami S. aureus w populacji cztowieka. Po drugie, coraz wieksze trudnosci w leczeniu
zakazeri gronkowcem zfocistym, ze wzgledu na brak efektywnych antybiotykéw wzgledem
metycylino-opornych szczepdw S. aureus (MRSA). Po trzecie, mozliwosé bytowania tych
bakterii wewnatrz komérek gospodarza i trudna eradykacje takich form za pomocy
dostgpnych metod leczenia. Ponadto, niepetne zrozumienie wptywu S. aureus na bariere
skérng i patologig AZS. Dlatego doktadne poznanie mechanizméw wykorzystywanych przez
gronkowce do przezycia w $srodowisku komérek skory, a takze propozycje nowych strategii
kontroli wzrostu tych bakterii moga otworzy¢ droge do aktywnego zapobiegania czy leczenia
schorzeri zwigzanych z S. aureus. Z tych powodéw, tematyke pracy doktorskiej Pani Klaudii
Szymczak oceniam jako aktualna i wazna, zaréwno w aspekcie poznawczym jak i
terapeutycznym.

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej na
Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUM pod opieka dr hab. Joanny
Nakoniecznej, prof. UG. Rozprawa ma forme sp6jnego tematycznie zestawu dwdch publikacji
eksperymentalnych (opublikowanych w czasopiémie o zasiggu miedzynarodowym-Molecular
Pharmaceutics), oraz jednej publikacji eksperymentalnej przygotowywanej do druku. We
wszystkich tych opracowaniach doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej wiodacy udziatw



powstaniu tych prac potwierdzaja opisy ,udziatu wspétwykonawcow” zamieszczone w obu
publikacjach autorki, oraz oswiadczenia wspétautordw bedace czescig pracy doktorskiej.

Pozostate rozdzialy zamieszczone w pracy doktorskiej, ktére dotycza prac badawczych
autorki, zostaly przygotowane podobnie jak publikacje oryginalne w j. angielskim. Wyjatek
stanowi jednostronicowe streszczenie w j. polskim uzupetnione wersja anglojezyczng. Na
prace doktorska sktadajq sie ponadto; wstep, a takie krétkie ,wprowadzenie” poprzedzajace
kazdg z trzech publikacji. Praca doktorska zawiera takze rozdziat ,Podsumowanie wynikéw, z
wypunktowanymi wnioskami z pracy. Uzupetnieniem opisu osiggnie¢ badawczych
doktorantki jest lista innych dokonar autorki, oraz oswiadczenia wspétautoréw prac
oryginalnych, bedacych podstawa osiggnigcia naukowego w ramach doktoratu. W dorobku
doktorantki znajduje sie tacznie pie¢ publikacji (wlaczajac w to dwie publikacje
przedstawione do oceny w ramach rozprawy doktorskiej) i dwa manuskrypty, ktére nie
zostaty jeszcze opublikowane (w tym jeden wiaczony do doktoratu).

Ocena merytoryczna.

W kilkunastostronicowym wstepie, doktorantka opisuje narastajacy problem zakazer S.
aureus. Prezentuje cykl Zyciowy tych bakterii skupiajac sie na ich wewnatrzkomérkowe;j
strategii przetrwania w komérkach gospodarza. Uzasadnia konieczno$¢ poszukiwania
nowych terapii leczenia zakazeri i kolonizacji skory atopowej przez szczepy S. aureus.
Wskazuje na zalety stosowania w tym celu terapii fotodynamicznej opartej na reakcji
fototoksycznej, z uzyciem substanciji fotouczulajacej wzbudzanej $wiattem o odpowiedniej
dtugodci fali. Rozwijajac ten aspekt, opisuje mozliwos¢ uzycia $wiatta widzialnego (gtéwnie w
pasmie niebieskim i czerwonym), do wzbudzania fotouczulacza. Opisuje takze mechanizmy
dziatania takiej strategii terapeutycznej, opartej na powstawaniu reaktywnych form tlenu
(ROS). Chociaz terapia fotodynamiczna jest najczesciej stosowana w przypadku
nowotwordw, to réwniez istniejg doniesienia wskazujace na jej skutecznoéé¢ w zwalczaniu
drobnoustrojow, w tym bakterii.

W przypadku badar doktorantki do testéw przeciwbakteryjnych wybrano metaloporfiryny,
o zwigkszonej rozpuszczalnosci w roztworach wodnych i mozliwoéci wzbudzania $wiattem
zielonym, co stanowito jeden z gléwnych aspektéw nowosci zaprezentowanych badar.
Autorka zwraca uwagg, ze swiatlo zielone wykazuje mniejsze efekty fototoksyczne wzgledem
komorek skary, w poréwnaniu do swiatta niebieskiego. Z kolei w stosunku do éwiatfa
czerwonego, zaletg zastosowania Swiatta zielonego jest generowanie mniejszego bolu u
pacjentéw poddanych terapii fotodynamicznej, ze wzgledu na penetracje $wiatta zielonego
na mniejszg gtebokos¢ skory.

Drugi wazny aspekt strategii walki z gronkowcem ztocistym za pomoca zastosowanych
metaloporfiryn, to podwdjna funkcjonalnos¢ tych zwigzkéw. Oprécz efektu fotodynamicznej
inaktywacji bakterii, metaloporfiryny moga dziata¢ nasladujac strukture hemu, i blokowa¢ na
drodze niezaleznej od $wiatta metabolizm, w ktérym uczestnicza jony zelaza. Autorka



opisuje mechanizmy pozyskiwania Fe3* z hemu przez bakterie. Z sukcesem argumentuje, ze
wykorzystanie takiej samej strategii dostarczania przeciwbakteryjnych metaloporfiryn do
komdrek bakteryjnych z ich $rodowiska zewnetrznego, co pobieranie i metabolizowanie
hemu, stanowi efektywny sposéb ingerencji w wewnatrzkomérkowe procesy zyciowe
bakterii. Ponadto, w odréznieniu od hemu, ktérego nadmiar jest wydalany przez komérki
bakteryjne ze wzgledu na mozliwg cytotoksycznosé, metaloporfiryny wydaja sie byé znacznie
mniej podatne na wydzielanie z komérek bakteryjnych, pomimo podobiefstwa
strukturalnego do hemu. Biorac pod uwage wymienione wtasciwosci fizykochemiczne
metaloporfiryn i ich mechanizm podwéjnego dziatania przeciwbakteryjnego, te zwiazki
wydaja sie bardzo dobrymi kandydatami do dalszych badar w kontekscie kontroli schorzeri
wywolywanych przez S. aureus.

Cel pracy.

Gtéwnym celem badar byfa charakterystyka modyfikowanych porfiryn koordynowanych
przez jony galu Ill i wzbudzanych swiattem zielonym (522 nm), pod katem ich skutecznodci
do hamowania wzrostu S. aureus w réznych fazach zakazert komérek gospodarza, i redukgji
aktywnosci wybranych elementéw wirulencji gronkowca zlocistego w modelach in vitro i/lub
ex vivo.

Wyniki i dyskusja.

W pracy badawczej, doktorantka zastosowata kilka dostepnych komercyjnie lub
udostepnionych w ramach wspétpracy z badaczami z Chin, pochodnych porfiryn
koordynowanych jonami Ga*. Celem modyfikacji zwigzkéw na bazie porfiryny (uprzednio
badanych w kontekscie efektéw przeciwbakteryjnych), byto uzyskanie pochodnych o
zmienionym spektrum absorpcji, pozwalajacym na wykorzystanie $wiatta zielonego w anty-
gronkowcowej terapii fotodynamicznej. Ponadto, modyfikacje miaty na celu osiagniecie
lepszej rozpuszczalnosci porfiryn koordynowanych jonami galu w roztworach wodnych, i
popraweg aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem S. aureus. Réwnolegle badano
cytotoksyczno$¢ wybranych metaloporfiryn wzgledem ludzkich unieémiertelnionych
keratynocytow naskérka (linia HaCAT), ktdre czesto stanowia ,pierwszy cel” tych bakterii w
przypadku kolonizacji i zakazeri skéry. W tym przypadku testowano réwniez keratynocyty, w
ktorych gen filagryny (o obnizonej ekspresji/dysfunkcji u niektérych pacjentéw z AZS),
wyciszono w keratynocytach za pomocg shRNA.

Analizowano efektywnos¢ przeciwbakteryjng porfiryn koordynowanych Ga®* wzgledem S.
aureus rosngcego w zawiesinie oraz tworzacego biofilm, stosujac w tym drugim przypadku
model ex vivo zakazenia $wiriskiej skory. Badano takie przyczyny réznej skutecznosci
pochodnych porfiryny wzgledem gronkowca ztocistego. Miedzy innymi przy uzyciu
mutantow S. aureus z uposledzonym systemem wydalania substancji szkodliwych,
testowano tezg, ze najbardziej efektywne pochodne porfiryny w hamowaniu wzrostu S.
aureus s3 najlepiej akumulowane w komérkach gronkowca.



Przedmiotem badan autorki, byt takze wptyw porfiryn koordynowanych jonami galu na rézne
fazy zakazenia keratynocytéw przez S. aureus, takie jak; zakazenia keratynocytéw za pomoca
gronkowca uwolinionego z wewnatrzkomérkowych rezerwuaréw tych komérek; adhezja i
internalizacja gronkowca przez keratynocyty, czy tez wplyw tych zwigzkéw na ,ukryty”
wewnatrz komorek pule tych bakterii.

Do najwazniejszych wynikow pracy mozina zaliczy¢;

-wykazanie efektywnosci swiatta zielonego do wzbudzania nowej generacji opartych na
jonach galu lll porfiryn. Wynikiem wzbudzenia jest produkcja ROS (gtéwnie tlenu
singletowego i anionorodnika ponadtlenkowego) prowadzaca do obnizenia zywotnosci
szczepow S. gureus w tym izolatéw klinicznych tych bakterii pochodzacych od pacjentéw z
AZS.

-wykazanie podwadjnej, tj. zaleznej od efektu fototoksycznego i niezaleznego od éwiatta
efektu przeciwbakteryjnego testowanych pochodnych porfiryny wzgledem pozakomérkowej
puli S. aureus, przy jednoczesnym braku b. znaczacych efektéw cytotoksycznych tych
zwigzkéw wzgledem keratynocytéw.

-opis akumulaciji i lokalizacji nowych porfiryn koordynowanych jonami galu w komérkach
keratynocytéw zakazonych S. aureus i wykazanie cze$ciowej skutecznosci tych zwigzkéw
wobec wewnatrzkomorkowych rezerwuaréw tych bakterii w keratynocytach.

Whioski ogéine

Pozytywnym, zastugujacym na podkreslenie aspektem pracy jest ciekawe i przekonujace
przedstawienie problemu badawczego, a takie wysoka wartos¢ warstwy jezykowej. Autorka
porusza réine aspekty zakazeri gronkowcowych i dyskutuje wyniki swojej pracy w sposéb
dojrzaty, wykazujac przy tym dobrg znajomosé przedmiotu badari. Ponadto zwraca uwage
staranne zaprojektowanie i wykonanie doswiadczen.

W mojej opinii struktura pracy mogtaby jednak zyska¢ na spoistosci i harmonijnosci, gdyby
uniknigto powtérzen niektorych tresci, np. wielokrotnych odwotan do zalet uzycia $wiatta
zielonego w terapii fotodynamicznej, czy ilustracji strategii badan réznych faz zakazenia
komérek przez S. aureus. Nie uchroniono si¢ takze od pewnych powtérzer linii badan w
kilku pracach eksperymentalnych, np. tych dotyczacych akumulacji tych samych
modyfikowanych porfiryn w komérkach. Ponadto, w gtéwnej prezentacji wynikéw zabrakto
mi wigkszej ilosci danych obrazowych, np. dokumentujacych akumulacje gronkowca w
komérkach bakterii czy w keratynocytach pozbawionych filagryny. Wydaje mi sie ze taka
prezentacja przyktadowych wynikéw wzbogacitaby dane przedstawione przede wszystkim na
wykresach.

W trakcie iektury pracy doktorskiej nasuneto mi sig ponadto kilka pytan i watpliwosci.



. Jak wyglada dostepnos¢ tlenu w naskdrku i kompartmentach wewnatrzkomérkowych
keratynocytéw, w ktérych akumuluja sie testowane porfiryny i S. aureus? Terapia
fotodynamiczna zaktada dostepnosé tlenu do produkcji ROS, a keratynocyty uwaza
si¢ za komorki funkcjonujace w Srodowisku ,,stosunkowo ubogim” w tlen i
pozyskujace energie gtéwnie w procesie glikolizy.

. Zastosowane zwigzki porfiryny okazaty sie efektywne w hamowaniu wzrostu S.
aureus, ale nie eliminowaty tych bakterii catkowicie. Jaka jest zdaniem autorki
przyczyna braku petnej eradykacji S. aureus mimo podwdjnego (zaleznego i
niezaleznego od $wiatta) sposobu dziatania tych zwigzkéw? Czy lub jak mozna
»ulepszy€” antybakteryjng efektywno$¢ nowej generaciji porfiryn?

Czy zdaniem autorki keratynocyty i profesjonalne fagocyty (np. makrofagi skérne)
réinig sie pod wzgledem zdolnoéci do ,,ukrywania” S. aureus w komérkach i
podatnosci na anty-gronkowcowe dziatanie testowanych pochodnych porfiryn?
Dostepne dane metagenetyczne, wskazuja, ze ok. 30% S. aureus pozyskiwanego ze
skdry pacjentéw z atopia to szczepy MRSA. Na podstawie jakich danych
eksperymentalnych autorka uwaza ze u pacjentéw z AZS dochodzi do zwiekszonej
kolonizacji skéry akurat szczepami MRSA w stosunku do dawcéw zdrowych?

. W mojej opinii okreslenie, ze IL-2 jest cytoking prozapalna, mozna uznaé za
kontrowersyjne. W tym kontekscie prositabym o uzasadnienie wyboru IL-2 do testéw
funkcjonalnych czynnikéw wirulencji S. aureus, do ktérych wykorzystano PBMC.

. Jak autorka oceniata tworzenie biofilmu przez S. aureus?

Whioski koricowe

Powyzsze uwagi i sugestie nie umniejszaja mojej pozytywnej oceny pracy, ktérg uwazam za
wartosciowa i wnoszacg wiele nowych danych do opracowania bardziej skutecznych terapii
anty-gronkowcowych niezaleznych od profilu lekoopornosci tych bakterii.

Przedstawiona do oceny dysertacja spetnia wymogi okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Zgtaszam zatem formalny wniosek do Rady
Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie Pani Klaudii Szymczak
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. Joanna Cichy
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