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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Rapackiej-Zdonczyk, zatytutlowanej ,,Mechanizmy
adaptacji Staphylococcus aureus do stresu oksydacyjnego indukowanego metoda
fotodynamiczna”

Alarmujacy wzrost wielolekoopornych szczepow wérod patogennych bakterii wywotat prawdziwa
konsternacj¢ w roku 2015, kiedy opublikowano raport O’Neill’a na ten temat. Raport ten przewiduje,
iz do roku 2050, jesli nie zostang przedsigwzicte odpowiednie kroki dla powstrzymania wzrostu
bakterii wielolekoopornych, przedwcze$nie umrze 10 miliondw ludzi, a skutki finansowe tych zgonéw
moga wynie$¢ nawet 100 bilionow dolaréw. Nie wiec dziwnego, ze obawa przed pojawieniem si¢
infekcji bakteryjnych opornych na znane leki okazata si¢ jedna z najwazniejszych przyczyn
wzmozonego zainteresowania rozwojem alternatywnych, w stosunku do terapii przy uzyciu
antybiotykow, metod terapeutycznych, ktére moga ztagodzi¢ nadchodzaca katastrofe. Wydaje sig, ze
do najbardziej obiecujacych i innowacyjnych sposobéw zabijania bakterii lekoopornych oraz leczenia
opornych infekcji zaliczy¢ nalezy tzw. przeciwbakteryjna inaktywacj¢ fotodynamiczng (aPDl).
Metoda ta opiera si¢ na uzyciu nietoksycznego barwnika — fotosensybilizatora, ktory po fotoaktywacji
promieniowaniem widzialnym, w obecnosci tlenu czasteczkowego, generuje tlen singletowy oraz
wolne rodniki. Te tzw. reaktywne formy tlenu (ale rowniez azotu) wykazujg dziatanie cytotoksyczne,
ktore w zatozeniu powinno by¢ ograniczone do bakterii jakich chcemy si¢ pozby¢. Inaktywacja
fotodynamiczna wykazuje zroznicowang skutecznos$¢ w przypadku réznych mikroorganizméw
patogennych, przy czym efektywno$¢ fotodynamicznego zabijania okazala si¢ szczegolnie duza w
przypadku bakterii Gram dodatnich. Uwaza sig¢, a przynajmniej tak si¢ do niedawna wydawato, ze
drobnoustroje chorobotworcze nie sa zdolne do adaptacji do stresu oksydacyjnego indukowanego
dziataniem fotodynamicznym. Terapia przeciwbakteryjna, bazujaca na inaktywacji fotodynamiczne;j,
przeciw ktorej bakterie nie moghyby skutecznie si¢ broni¢ i rozwing¢ odporno$é, bytaby swego
rodzaju przetomem w walce z bakteriami chorobotworczymi.

Ta niezwykle wazna i aktualng tematyka badawcza zajmowata si¢ mgr Aleksandra Rapacka-
Zdonczyk, a efektem jej badan sg wyniki, ktore zostaly opisane i przedyskutowane w pracy
doktorskiej zatytutowanej ,,Mechanizmy adaptacji Staphylococcus aureus do stresu oksydacyjnego
indukowanego metodg fotodynamiczng”. Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan doktorantki zostaty
dotychczas opublikowane w 8 pracach, jakie ukazaty si¢ drukiem w okresie 2013 - 2019 w tak
uznanych specjalistycznych czasopismach naukowych jak Photochemical & Photobiological Sciences,
Photochemistry and Photobiology B: Biology, Applied Microbiology and Biotechnology, czy Frontiers
in Microbiology. Doktorantka prezentowata wyniki swoich badan na kilku miedzynarodowych
konferencjach naukowych.

Praca doktorska mgr Aleksandry Rapackiej-Zdonczyk zostata wykonana w jednym z wiodacych
o$rodkéw naukowych w naszym kraju, Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Promotorem pracy byt prof. dr hab. Krzysztof P. Bielawski a promotorem pomocniczym dr hab.
Mariusz Grinholc.

Praca doktorska mgr Rapackiej-Zdonczyk zredagowana jest w typowy sposéb dla tego rodzaju
opracowan. Po spisie tresci, znajduje sie dwustronicowe Streszczenie po polsku i po angielsku oraz
obszerny wykaz uzywanych w pracy doktorskiej skrotow. 27-stronicowy Wstep sktadajacy si¢ z dwu
glownych czgsci zatytutowanych ,,Gronkowiec ztocisty” oraz ,,Inaktywacja fotodynamiczna
drobnoustrojow”, to rodzaj zwigztego, ale bardzo tresciwego przegladu literatury zwigzanej z tematem
badan. Wstgp stanowi ponadto wygodna platforme dla scharakteryzowania przez doktorantke
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przedmiotu i zakresu swoich badan. Tak wigc w pierwszym podrozdziale Wstepu mgr Rapacka-
Zdonczyk charakteryzuje najwazniejsze cechy gronkowca ztocistego, rodzaje zakazen tym patogenem
zwracajac uwage na trudnosci w leczeniu zakazen szpitalnych. W dalszej czesci mgr Rapacka-
Zdonczyk omawia nosicielstwo S. aureus, ewolucje opornosci na antybiotyki oraz populacje S. aureus
oraz czynniki wirulencji S. aureus. Podana przez doktorantk¢ krotka charakterystyka genomu S.
auerus jest o tyle istotna, ze w swoich badaniach doktorantka podjeta probe sprawdzenia czy rdznice
w genomie S. aureus, determinujg r6zna odpowiedz szczepow S. aureus na aPDI. W podrozdziale tym
scharakteryzowano réwniez kasety SCCmec, czyli mobilne elementy genetyczne wystepujace w
wyspach genomowych, ktdre zawieraja geny warunkujace lekoopornos¢ bakterii. Przedstawiono
ponadto metode typowania MLST i kompleksy klonalne S. aureus oraz technike typowania spa. Sg to
ogo6lnie uzywane narzgdzia do oznaczania tla genetycznego bakterii, ktorymi postuzyta si¢
doktorantka w swoich badaniach probujac ustali¢ zwigzek pomiedzy wrazliwoscig szczepoéw S. aureus
na aPDI a ich genomem. Kolejnym elementem genetycznym S. aureus, ktory scharakteryzowata
doktorantka jest system globalnej regulacji agr. System ten kontroluje wytwarzanie wielu toksyn i
innych czynnikow wirulencji S. aureus, a ponadto uczestniczy w regulacji odpowiedzi bakterii na stres
oksydacyjny. Wazng czesécig tego podrozdziatu jest dosé obszerne omowienie zdolnosci adaptacyjnej
S. aureus oraz odpowiedzi bakterii na stres oksydacyijny. Jest to uzasadnione przedmiotem badan
doktorantki, ktory dotyczyt adaptacji S. aureus do stresu oksydacyjnego towarzyszacego dziataniu
fotodynamicznemu. W podrozdziale tym doktorantka omawia najwazniejsze mechanizmy obronne S.
aureus, umozliwiajace bakterii przetrwanie w warunkach stresu oksydacyjnego, poczawszy od
karotenoiddw i enzymow przeciwutleniajacych, poprzez ztozone regulony — OXyR, Sox/SoxS i Fur az
do odpowiedzi SOS, ktora u bakterii jest jednym z wazniejszych mechanizmow naprawy
uszkodzonego DNA. Doktorantka zwraca uwagg na fakt, ze odpowiedz SOS peini kluczowa role w
powstaniu mutacji, ktoére moga przyczynia¢ sie do adaptacji bakterii w warunkach stresowych. W
drugim podrozdziale Wstepu, mgr Rapacka-Zdonczyk omawia podstawy terapii fotodynamicznej,
szczegblnie w odniesieniu do bakterii patogennych. Po krétkim rysie historycznym PDT, doktorantka
przedstawia istote mechanizmodw fotosensybilizowanego utleniania, prowadzacego do generowanie
tlenu singletowego i wolnych rodnikdw. Poniewaz reakcje te zachodzg przy udziale barwnikow
fotosensybilizujacych, doktorantka scharakteryzowata fotosensybilizatory powszechnie stosowane w
PDT - porfiryny i pochodne, ftalocyjaniny, ksanteny, fenotiazyny i antrachinony. W podrozdziale tym
ponadto krotko oméwiono zasady inaktywacji drobnoustrojow przy uzyciu $wiatta niebieskiego
(aBL). Jest to alternatywna w stosunku do typowej aPDI terapia $wiattem, w ktorej zamiast
egzogennych fotosensybilizatorow wykorzystuje si¢ barwniki endogenne, glownie
wewnatrzkomOrkowe porfiryny. Wstep konczy si¢ uwagami doktorantki, wynikajacymi z
dotychczasowych do$wiadczen zespotu naukowego, w ktorym prowadzita swoje badania. Pierwsza to
stwierdzenie, ze inaktywacja drobnoustrojow charakteryzuje si¢ wyrazng szczepowo-zalezng
odpowiedzig szczepéw. Natomiast druga uwaga dotyczy uszkodzen materiatu genetycznego i
aktywacji odpowiedzi SOS w wyniku sub-letalnej inaktywacji fotodynamicznej bakterii. Calty Wstep,
jak rowniez Bibliografia, zawierajaca 195 najbardziej istotnych odnos$nikéw do fachowej literatury,
potwierdzaja, ze mgr Aleksandra-Zdonczyk znakomicie orientuje si¢ w tematyce badan, ktore
stanowity przedmiot jej pracy doktorskiej.

W kolejnej czgséci rozprawy doktorskiej mgr Rapackiej-Zdonczyk bardzo zwigzle sformutowata dwa
cele swoich badan. Sg to:
1. Identyfikacja markeréw genetycznych odpowiedzi S. aureus na fotoinaktywacje,
2. Ocena prawdopodobienstwa rozwoju tolerancji S. aureus na inaktywacje fotodynamiczna
aPDl/aBL) oraz wyjasnienie mechanizmu obserwowanej adaptacji S. aureus do stresu
oksydacyjnego indukowanego metoda fotodynamiczna.

Materiaty i metody, jakie doktorantka stosowata w badaniach zostaly oméwione w trzech oddzielnych
rozdzialach Materiaty, Aparatura i Metody i tacznie zajmuja 20 stron. W do§wiadczeniach doktorantka
uzyta az 750 szczepow wyizolowanych w okresie 10 lat w szpitalach w Gdansku i Koszalinie. 307
izolatow stanowily szczepy MRSA a pozostate 443 to szczepy MSSA. Oprécz standardowych metod
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do oznaczenia przynaleznosci gatunkowej szczepow, zastosowano spektrometri¢ mas MADI-TOF
MS. Wykaz wszystkich wykorzystanych w pracy szczepow z ich doktadng charakterystyka, w tym
grupa agr, typem kasety SCCmec, odpowiedzig na aPDI, lekowrazliwo$cig oraz mechanizmami
lekoopornosci, zostaly przedstawione w obszernym suplemencie do pracy doktorskiej. W badaniach
potencjalnych r6znic w odpowiedzi na aPDI migdzy szczepami MRSA i MSSA doktorantka uzyta
izogeniczne pary szczepdw S. aureus Newman oraz pary szczepdéw DK 2574 (z kasetg SCCmec) i DK
2575 (bez kasety SCCmec). Dodatkowo, uzyto 97 szczepow MRSA i 20 MSSA, ktore posiadaty
zidentyfikowany rodzaj kompleksu klonalnego i typow spa. Szczepy te pochodzity z kilku znanych na
$wiecie centrow zajmujacych si¢ badaniami S. aureus. W zalezno$ci od konkretnych doswiadczen,
uzywano rozne podtoza ptynne i stale. Jako fotosensybilizatoréw doktorantka uzyta protoporfiryneg IX,
tertrakis(N-metylopirydyno)profiryne, ftalocyjaning cynkowa, roz bengalski i nowy biekit
metylenowy. Sg to powszechnie stosowane barwniki fotosensybilizujace charakteryzujace sie
odmiennym tadunkiem elektrycznym w roztworach wodnych oraz r6zna hydrofobowoscia. Jako
zrodia $wiatta aktywujacego uzyte fotosensybilizatory zastosowano komercyjny o§wietlacz emitujgcy
szerokopasmowe promieniowanie czerwone oraz dedykowane o$wietlacze LED, emitujace
promieniowanie przy 411 nm, 515 nm i 632 nm. Identyfikacja szczepOw S. aureus przy pomocy
MALDI-TOF-MSD, ustalenie sub-letalnych i letalnych dawek $wiatta i fotosensybilizatora, ustalenie
potencjalnego rozwoju tolerancji na stres oksydacyjny, sprawdzenie nabytej tolerancji na stres
oksydacyjny i metody biologii molekularnej zastosowane, migdzy innymi, do izolacji DNA i RNA,
syntezy cDNA oraz ilosciowej reakcji tancuchowej polimery DNA, identyfikacji kasety SCCmec,
okreslenia polimorfizmu locus agr, zostaly kompetentnie opisane przez doktorantke w rozdziale
Metody. Opis ten jest w petni adekwatny spelniajac najwazniejszy cel, tzn. umozliwia odtworzenie
warunkow doswiadczenia przez niezaleznych badaczy.

Wyniki, jakie uzyskata mgr Rapacka-Zdonczyk, zostaty opisane na 40 stronach rozprawy doktorskie;j i
jest to jej najwazniejsza i najobszerniejsza czg¢$C. llustrowane sg 40 rycinami i schematami. W swoich
badaniach doktorantka potwierdzita, iz odpowiedz szczepé6w MRSA i MSSA na inaktywacje
fotodynamiczng przy udziale protoporfiryny IX wykazuje znaczne zr6znicowanie, przy czym odsetek
szczepow wrazliwych na fotoinaktywacje byl wiekszy wérdd szczepéw MSSA w poroéwnaniu do
szczepow MRSA. W poszukiwaniu przyczyn obserwowanych réznic, doktorantka poréwnata
oporno$¢ badanych szczepow na wybrane antybiotyki. Doktadna analiza wynikoéw takich badan
pokazata jednak, ze nie ma zwigzku pomigdzy wrazliwo$cia na fotoinaktywacje a niesionym
mechanizmem lekoopornosci; ponadto oporno$¢ na antybiotyki nie wptywa na odpowiedz S. aureus
na aPDI. Wykorzystanie w badaniach doktorantki izogenicznych par szczepéw S. aureus Newman, w
ktorych szczep dziki reprezentowat fenotyp MSSA, a szczep pochodny, niosgcy element mec, fenotyp
MRSA, a takze jego izogenicznego warianta z delecja tej kasety, umozliwito sprawdzenie wptywu
elementu mec na odpowiedz aPDI. Uzyskane wyniki pokazuja, ze element mec nie wptywa na
efektywnos¢ fotodynamicznej inaktywacji bakterii. Ponadto stwierdzono, ze rodzaj kasety SCCmec
réwniez nie wptywa na odpowiedz S. aureus na aPDI. Okazato si¢ natomiast, ze operon agr moze
wptywac na wrazliwosci S. aureus na aPDI, przy czym wyniki sugeruja, ze nie tylko funkcjonalnos¢
systemu agr, ale réwniez polimorfizm w obrebie genow wchodzacych w sktad tego systemu odgrywa
znaczacg role w odpowiedzi S. aureus na inaktywacje fotodynamiczng. Analiza odpowiedzi 418
izolatbw MRSA, u ktorych oznaczano kompleks klonalny CC, na aPDI pokazata, ze wrazliwos¢
siedmiu grup klonalnych jest wyraznie rozna. | tak, wszystkie szczepy sklasyfikowane jako CC1
wykazujg wyzszg tolerancje na aPDI, a wszystkie izolaty CC30 charakteryzujg si¢ znacznie wyzsza
wrazliwo$cia na aPDI. Zwiazek pomiedzy ttem genetycznym a wrazliwo$cig na inaktywacje
fotodynamiczng stwierdzono rowniez w odniesieniu do typow sekwencji spa. Typowanie spa
doprowadzito do wyodrebnienia w grupie szczepoéw CC45 subpopulacji wrazliwej i srednio-wrazliwej
na aPDI. Okazalo si¢ ponadto, Ze znaczny procent izolatéw z typem spa t015 1 t051 jest wrazliwy i
srednio-wrazliwy na aPDI, natomiast szczepy o typie spa t032 i t064 wykazuja wyzsza tolerancj¢ na
aPDI.

W drugiej czesci tego rozdziat doktorantka opisuje wyniki doswiadczen, ktore miaty wykazaé
ewentualny rozwoj tolerancji u S. aureus na aPDI oraz aBL. W moim przekonaniu sa to najciekawsze

i najbardziej znaczace badania doktorantki. Wyniki tych badan podwazaja bowiem przyjety przez
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wigkszo$¢ badaczy, zajmujacych si¢ fotodynamiczna terapia przeciwbakteryjna, paradygmat o
niemoznosci wytworzenia tolerancji przeciw tej formie terapii. W oparciu o szczegétowo
zaplanowany schemat do$§wiadczen, w ktorych wybrane szczepy S. aureus poddane byty od 5 do 15
cyklom sub-letalnych dawek aPDI przy udziale r6zu bengalskiego jako fotosensybilizatora,
doktorantka stwierdzita wystapienie wyraznej tolerancji bakterii na letalne dawki stosowanego
dziatania fotodynamicznego. Tolerancja wobec inaktywacji indukowanej $wiattem niebieskim bez
egzogennego fotosensybilizatora wystapita rowniez w populacjach S. aureus poddanych dziataniu
sub-letalnych dawek aBL. Uzyskana tolerancja na aPDI/aBL okazata si¢ stabilnym fenotypem. Warto
jednak odnotowac¢ dos¢ niezwykty fakt, iz nabyta tolerancja jest specyficzna w stosunku do rodzaju
uzytego fotosensybilizatora i bakterie traktowane sub-letalnymi dawkami aPDI przy uzyciu rézu
bengalskiego nie wykazywaty zmniejszonej wrazliwosci na aPDI jesli stosowano jako
fotosensybilizator pochodng porfiryny lub nowy biekit metylenowy. W poszukiwaniu mozliwych
mechanizmdw nabytej tolerancji S. aureus na aBL, mgr Rapacka-Zdonczyk wykazata, iz bakterie
traktowane 15 cyklami sub-letalnego napromieniania BL wykazujg znaczgco wigkszg oporno$é na
toksyczne dziatanie nadtlenku wodoru. Wydaje si¢, ze fenotypowa stabilno$¢ nabytej tolerancji
uwarunkowana jest genetycznie, poniewaz sub-letalne traktowanie bakterii aPDI i aBL prowadzi do
zwigkszonej czgstosci mutacji S. aureus 0 czym $wiadczy selekcja komorek opornych na rimfapicyne
oraz ich zwigkszona wrazliwos$¢ na gentamycyne i doksycyling.

Dyskusja wynikdw przedstawiona jest na 9 stronach pracy doktorskiej i zawiera dwa schematy, z
ktorych pierwszy obrazuje fenotypowe i genotypowe cechy S. aureus, jakie doktorantka badata
poszukujac mechanizmu determinujacego roéznice w odpowiedzi na aPDI u r6znych izolatéw bakterii,
a drugi przedstawia proponowany mechanizm adaptacji S. aureus do stresu oksydacyjnego. Odnoszac
sie do wezesniejszych badan zespotu, w ktorym zostata wykonana recenzowana praca doktorska, mgr
Rapacka-Zdonczyk konkluduje, ze wptyw dotychczas analizowanych czynnikow fenotypowych,
takich jak zdolno$¢ S. aureus do produkcji biofilmu, udziat pomp efflux, poziom dysmutazy
ponadtlenkowej, stafyloksantyny czy endogennych porfiryn, a takze obecno$¢ wybranych czynnikow
wirulencji, nie wystarcza dla jednoznacznego wythumaczenia obserwowanych roznic w odpowiedzi
szczepOw na inaktywacj¢ fotodynamiczng. Dlatego w swoich badaniach doktorantka skoncentrowata
si¢ na sprawdzeniu czy tto genetyczne ma wptyw na wrazliwo$¢ izolatow S. aureus na inaktywacje
fotodynamiczng. Jak pokazuja otrzymane wyniki taka zalezno$¢ rzeczywiscie ma miejsce, bo
przynalezno$¢ do réznych grup polimorficznych operonu agr, obecnosc¢ i rodzaj niesionego elementu
SCCmec oraz przynalezno$¢ klonalna i typ spa maja wptyw na odpowiedz izolatow S. aureus na
badang fotoinaktywacje. Chociaz najbardziej wrazliwe na aPDI okazaly sie izolaty nalezace do
kompleksu klonalnego CC30 oraz typu spa t015 i t51, doktorantka stwierdza, ze ze wzgledu na
niewystarczajaca liczbe niektorych typoéw spa, konieczne sg dalsze badania dla wyciaggnigcia
statystycznie istotnych wnioskdw.

Dyskutujac wyniki wskazujgce na rozwoj tolerancji S. aureus na inaktywacje fotodynamiczna,
doktorantka zwraca najpierw uwage na te aspekty aPDI i aBL ktére powinny zwickszac
prawdopodobienstwo rozwoju tolerancji czy nawet opornosci. Sg to: uszkodzenia DNA towarzyszace
sub-letalnym dawkom aPDI i aBL, mutagenne dziatanie reaktywnych form tlenu, konieczno$¢
kilkukrotnych aplikacji aPDI lub aBL w warunkach in vivo dla eliminacji bakterii oraz heterogenno$é
srodowiska bakteryjnego, ktore stwarza szanse¢ na przezycie przynajmniej niektorych bakterii
poddanych aPDI. Nastepnie doktorantka krytycznie odnosi si¢ do pracy przegladowej Kashef’a i
Hamblin’a z 2017, w ktorej autorzy konkluduja, ze ze wzgledu na nieselektywne, wielosktadnikowe i
zalezne od reaktywnych form tlenu mechanizmy inaktywacji fotodynamicznej nie niosa ryzyka
wytworzenia tolerancji lub opornosci bakterii. Mgr Rapacka-Zdonczyk nie zgadza si¢ z takimi
wnioskami uwazajgc, ze zastosowana przez cytowanych autoréw metodyka oceny ryzyka rozwoju
opornosci nie byta wiasciwa. Doktorantka przypomina ogolnie akceptowane podstawowe kryteria,
jakie powinna spetnia¢ wlasciwa metodyka. Chociaz nie jestem ekspertem w tym zakresie, trudno mi
si¢ nie zgodzi¢ z argumentami mgr Rapackiej-Zdonczyk. Dyskusja konczy si¢ uwagami doktorantki o
zasadnosci skutecznego stosowania aPDI w zabiegach klinicznych pomimo obserwowanej tolerancji.
Uwazam, ze doktorantka przekonywujaco wyjasnita zaobserwowane zalezno$ci. Szczegolnie dobre

wrazenie sprawia druga cze$¢ tego rozdziatu, w ktérym dyskutowana jest mechanizm nabytej przez S.
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aureus tolerancji na aPDI i aBL. Musz¢ przyznaé, ze doktorantka wykazata si¢ spora odwaga
kwestionujac 0golnie przyjety paradygmat o niemozliwosci wytworzenia tolerancji przeciw aPDI,
oraz przekonywujaco dowodzac swoich racji. Bez watpienia jest to znaczace osiagnigcie naukowe tej
pracy doktorskiej.

W rozdziale Whnioski, podsumowano najwazniejsze 0Siaggnigcia pracy doktorskiej, ktore jednoznacznie
dowodza, ze zamierzone cele badawcze zostaty z nawigzka zrealizowane.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Rapackiej-Zdonczyk napisana zostata poprawng polszczyzna i
nie zawiera wyraznych btedow drukarskich. Nie znalaztem btedéw merytorycznych ani watpliwych
interpretacji omawianych wynikow. Zamieszczone schematy reakcji oraz rysunki i tabele ilustrujace
spetniajg swoj cel, bo utatwiaja oceng znaczenia uzyskanych wynikow i lepsze zrozumienie
przeprowadzonej dyskusji.

Chciatbym jednak, aby doktorantka wyjasnita wazny aspekt swoich badan, ktérego obecna
interpretacja nie wydaje mi si¢ w pehni przekonywujaca. Chodzi o specyficznos¢ nabytej przez
bakterie tolerancji na aPDI wzgledem fotosensybilizatora. Jak wiadomo, kazdy z organicznych
barwnikéw fotosensybilizujacych fotogeneruje zaréwno tlen singletowy jak i wolne rodniki. Jesli wiec
obserwowana specyficzno$¢ miataby by¢ nastepstwem roéznych reaktywnych form tlenu, to trudno
bytoby to uzasadni¢ w przypadku TMPyYP oraz nowego bi¢kitu metylenowego, jako alternatywnych
fotosensybilizatorow. Czy zaobserwowana specyficznos¢ nabytej tolerancji wzglgdem
fotosensybilizatora ma zwigzek z tym, ze TMPyP oraz NBM w wodzie przy neutralnym pH wystgpuja
w postaci kationdw, podczas gdy RB jest anionem? Zapewne odmienny tadunek elektryczny barwnika
fotosensybilizujacego wptywa na jego lokalizacj¢ wewnatrzkomorkows. Aby odpowiedzie¢ na te
pytania, czy wskazane czynniki mogg wptywac na wytworzenie tolerancji przeciw aPDI, nalezatoby
uzy¢ barwnikdw fotosensybilizujacych 0 podobnych wiasciwosciach elektrycznych.

Ponadto z obowiazku recenzenta zwracam uwage na kilka aspektow terminologicznych, co do kt6rych
mam watpliwosci:

1. Str. 27: ,,.. katalaza katalizuje dysmutacj¢ H202 do H20 i tlenu...” Chociaz produktami tej
reakcji sa odpowiednio utlenione i zredukowane czasteczki substratu, mechanizm reakcji jest
odmienny od typowej reakcji dysmutacji. Chyba lepiej uzywac terminu katalaza katalizuje
rozpad H202.

2. Str 34: ,,...Reakcja fotodynamiczna moze zachodzi¢ wedtug dwoch mechanizméw...” Trudno
mowié o ,,reakcji fotodynamicznej”, poniewaz zwykle odnosi si¢ to do ztozonego procesu
(dziatanie fotodynamiczne), przez ktory rozumie si¢ szereg procesow na poziomie czasteczek
i przynajmniej komorek, prowadzacych do inaktywacji komorki. Jesli analizujemy konkretne
mechanizmy prowadzace do generowania reaktywnych form tlenu, to bardziej zasadnym jest
uzycie terminu ,,reakcje fotosensybilizowanego utleniania”.

3. Str 34: jak wyzej — RFT nie sa produktami ,,reakcji fotodynamiczne;j”, ale reakcji
fotosensybilizowanego utlenienia

4. Str34:,,...RFT sg to zwigzki o wysokim potencjale oksydacyjno-redukcyjnym...” Jesli przez
RFT rozumie sie rowniez anionorodnik ponadtlenkowy i tlenek azotu, to takie stwierdzenie
nie jest zasadne.

5. Str34: ...” jedng z najbardziej reaktywnych form tlenu jest tlen singletowy...” To tez nie jest
Sciste, bo jednoelektronowy potencjat redukcji tlenu singletowego nie jest zbyt wysoki. Tlen
singletowy jest bardzo specyficznym utleniaczem i np. z nienasyconymi lipidami reaguje dos¢
wolno.

6. Str 35:,,...Czasteczki uczulacza .... przechodzac do wzbudzonego stanu energetycznego...”
raczej wzbudzonego stanu elektronowego

7. Str36:,,... Zwiazki... posiadaja zarowno witasciwosci spektroskopowe, magnetyczne i
luminescencyjne...” Jesli mozna si¢ zgodzi¢ z ,,wtasciwosciami luminescencyjnymi”, to dwie
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pierwsze wlasciwosci nie sg na miejscu. Przeciez kazdy barwnik posiada jakies wtasciwosci
spektroskopowe, chociaz niekoniecznie obserwowane w zakresie widzialnym i kazda
substancja posiada okre$lone wtasciwosci magnetyczne jako diamagnetyk lub paramagnetyk.
Moze doktorantce chodzito o mozliwosci wystgpowania porfiryn w formie wolno rodnikowe;j.

Wyniki uzyskane przez doktorantke nalezy uzna¢ za wartosciowe i wazne ze wzglgdu na rosnace
zagrozenie ze strony wielolekoopornych bakterii. Jest szansa, ze badania mgr A. Rapackiej-Zdonczyk
przyczynia si¢ do znalezienia bardziej skutecznych sposobow zwalczania tych bakterii.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Rapackiej-Zdonczyk Debowskiej spelnia zwyczajowe
standardy prac doktorskich w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne oraz wymogi art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym i dlatego wnosze¢ do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
UG i GUMed o dopuszczenie mgr Aleksandry Rapackiej-Zdonczyk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Joee

/Tadeusz Sarna/

Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ
Zaktad Biofizyki

6



