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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Kossakowskiej-Zwierucho, zatytutowanej
“Analiza cech genotypowych | fenotypowych warunkujgcych odpowiedz Staphylococcus
aureus na inaktywacje fotodynhamiczng”

Pojawienie sie szczepdw opornych na wiekszos¢ antybiotykow sktonito niektdrych badaczy
do rozwazan o nadchodzgcym koncu ery antybiotykéw. Wzrastajgca opornosc bakterii na
znane antybiotyki uzasadnia wiec intensywne poszukiwania alternatywnych terapii
bakteriobdjczych w tym metod zwalczania infekcji wywotanych przez wielolekooporne
mikroorganizmy. Do takich metod nalezy przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna
(PDT). Uwaza sie, ze wytworzenie przez bakterie skutecznej opornosci przeciw PDT bedzie
bardzo trudne. Ma to zwigzek z generowaniem w zjawiskach fotodynamicznych tzw.
reaktywnych form tlenu i azotu, ktére jako silne utleniacze, zdolne sg do modyfikacji
chemicznych kluczowych sktadnikéw komorki, niebednych dla jej normalnego
funkcjonowania. To, miedzy innym, odrdznia dziatanie antybiotykéw od fotodynamicznej
inaktywacji, zachodzacej przy udziale cytotoksycznych reaktywnych form tlenu. Nie oznacza
to jednak, ze wszystkie bakterie i grzyby wykazujg takg samg, lub nawet zblizong podatnosé
na fotodynamiczng inaktywacje. Ma to zwigzek ze zréznicowang przepuszczalnoscig bton i
oslon komérek bakteryjnych w stosunku do konkretnych barwnikéw fotosensybilizujgcych
odpowiedzialnych za fotogenerowanie reaktywnych form tlenu, oraz rézng efektywnoscia
mechanizmow chronigcych bakterie przed stresem oksydacyjnym.

T3 wazng i aktualng tematyka badawczg zajmowata sie mgr Monika Kossakowska-Zwierucho
w Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed, ktérym z wielkim powodzeniem prowadzi badania z tego zakresu. Wyniki swoich
badan mgr Kossakowska-Zwierucho przedstawita w rozprawie doktorskiej, zatytutowane;j
“Analiza cech genotypowych i fenotypowych warunkujgcych odpowiedz Staphylococcus
aureus na inaktywacje fotodynamiczna”, ktérej promotorem jest prof. Krzysztof Bielawski a
promotorem pomocniczym dr Jonna Naskonieczna. Nalezy podkrestié, ze najwazniejsze
wyniki, jakie we wspdlpracy z innymi badaczami uzyskata mgr Kossakowska-Zwierucho,
zostaty opublikowne w renomowanych miedzynrodowych czasopismach naukowych.

Rozprawa doktorska M. Kossakowskiej-Zwierucho liczy 100 stron i ma typowy format dla
tego rodzaju opracowan. Po krotkim ale tresciwym “Streszczeniu” nastepuje 20-stronicowy
“Wstep”, stanowigcy bardzo dobre wprowadzenie w tematyke badan. W dalszej czesci
rozprawy doktorantka sformutowata nadrzedny cel pracy i sprecyzowata trzy cele
szczegotowe. Materiaty i metody zostaty opisane na 18 stronach, natomiast wyniki zajmuja
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27 stron i jest to to najdfuzsza i najwazniesza cze$¢ rozprawy. Dyskusja uzyskanych wynikéw
znajduje sie na kolejnych 10 stronach rozprawy i uzupetniona jest pét-stronicowym
podsumowaniem. Whnioski, ktére odpowiadajg zamierzonym celom, sformutowano w
postaci 5 punktéw. Rozprawa konczy sie spisem zamieszczonych rycin i tabl oraz spisem
literatury, zawierajgcym 135 najwazniejszych pozycji Scisle zwigzanych z tematykg badan.

We “Wstepie”, doktorantka najpierw charakteryzuje chorobotwdrczosé i czynniki wirulencji,
jak rowniez lekoopornos$¢ Staphylococcus aureus, ktéry uwaza sie za pathogen alaramowy,
czyli zdolny do ucieczki przed dziataniem antybiotykow. To wtasnie ten gatunek bakterii byt
przedmiotem badan mgr Kossakowskiej-Zwierucho. Doktorantka opisuje nastepnie
najwazniejsze procesy fotofizyczne i fotochemiczne zaangazowane w reakcjach
fotosensybilizowanego utlenienia, ktére odgrywaja kluczowa role terapii fotodynamicznej. W
rozumieniu doktorantki termin “inaktywacja fotodynamiczna” (PDI), czy uzywany zamiennie
“fotoinktywacja”, odnosi do ogétu proceséw zachodzgcych pod wptywem potaczonego
dziatania fotouczulacza, swiatta i tlenu, wywotujgcych toksyczne efekty w danej populacji
komorek. Nie ulega watpliwosci, ze takie catosciowe podejscie do fotodynamicznej
inaktywacji bakterii jest o wiele bardziej zasadne niz nawet najbardziej szczegétowa analiza
wybranych efektéw. Doktorantka charakteryzuje najwazniejsze fotosensybilizatory ze
wzgledu na ich witasciwosci optyczne i stosowalnosé w przeciwdrobnoustrojowej terapii
fotodynamicznej. Stosunkowo obszernie omdéwiona jest odpowiedz S. Aureus na stres
oksydacyjny , w tym zdolnos¢ bakterii do syntezy stafyloksantyny, barwnika o
przeciwutleniajgcych wiasciwosciach, zlokalizowanego w btonie komdrkowej, oraz do
ekspresji enzymoéw neutralizujgcych niektdre reaktywne formy tlenu, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, reduktaza wodoronadtlenkdéw alkilowych i peroksyredoksyny.
Rzeczowo i wszechstronnie scharakteryzowana zostata odpowied? stresowa S. Aureus
zalezna od alternatywnego czynnika c° oraz sformutowano postulat, iz czynnik ten jest
jednym z kluczowych elementow odpowiedzi S. Aureus na stress fotodynamiczny
towarzyszacy PDI. “Wstep” pokazuje, ze doktorantka bardzo dobrze orientuje sie w tematyce
naukowej zwigzanej z prowadzonymi badaniami i, co réwniez wazne, potrafi dokonac
wiasciwego doboru omawianych zagadnien.

Nadrzednym celem pracy doktorskiej mgr Kossakowskiej-Zwierucho bytfa analiza cech
fenotypowych i genetycznych, ktore decydujg o wrazliwo$éi szczepdw S. Aureus na
inaktywacje fotodynamiczng z uzyciem kilku wybranych fotosensybilizatoréw. Dla osiggniecia
tego celu, doktorantka postanowita zrealizowac trzy szczegétowe cele badawcze:

1. Okresli¢ udziat operonu o® w odpowiedzi S. aureus na inaktywacje fotodynamiczna

2. Przeprowadzié analize genetyczng i funkcjonalng systemu aktywacji alterantywnego
czynnika 6® w szczepach klinicznych S. aureus
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3. Zanalizowac cechy fenotypowe warunkujgce wrazliwos¢ S. aureus na inaktywacje
fotodynamiczng z uwglednieniem udziatu stafyloksantyny, ptynnosci bakteryjnej btony
komorkowej i aktywnosci katalazy.

Materiaty i metody zawierajg informacje niezbedng dla odtworzenie warunkéw wykonanych
doswiadczen i pomiaréw w niezaleznych badaniach, co jest wymaganym kryterium badan
naukowych. Na podkreslenie zastuguje analiza odpowiedzi az 26 szczepow referencyjnych i
klinicznych S. aureus na stress fotodynamiczny indukowany diargininianem protoporfiryny
IX (PPArg2), btekitem toluidyny O, porfiryng kationowa TMPyP, rézem bangalskim (RB),
ftalocyjaning cynkowg (ZnPC) i fullerenopirolidyna. Wybrane szczepy S. aureus réznity sie
obecnoscia genéw kontrolujgcych dziatanie czynnika 6°, determinujacych ekspresje katalazy
w komérkach bakteryjnych i zawartosé stafyloksantyny w btonach komérkowych. Testowane
fotosesnsybilizatory, nalezgce do pieciu réznych grup barwnikéw, byty rozpuszczalne w
wodzie i wykazywaty maksimum absorpcji promieniowania w zakresie $wiatta widzialnego,
od 400 do 700 nm. Fotowzbudzanie barwnikéw, po inkubacji z bakteriami, odbywato sie
poprzez naswietlanie prébek swiattem czerwonym lub zielonym emitowanym przez
specjalnie skonstruowane w tym celu lampy LED. Ze wzgledu na wtasciwosci optyczne i
stosowane stezenia fotosensynilizatoréw, stopien akumulacji w komadrkach S. aureus zostat
zanalizowany jedynie dla PPArg2. Izolacja genomowego DNA bakteryjnego, amplifikacja
gendéw, sekwencjonowanie i analiza sekwencji nukleotydowej operonu sigB S. aureus oraz
okreslenie struktur pierwszorzedowej i drugorzedowej biatka RsbU S. aureus, jak rowniez
izolacja i odwrotnag transkrypcja catkowitego RNA bakteryjnego oraz PCR w czasie
rzeczywistym, zostaty wykonane standardowymi metodami biologii molekularnej. Natomiast
typowe metody biochemiczne zostaty zastosowane do ekstrakcji karotenoidoéw ze S. aureus i
pomiaru aktywnosci katalazy. Do pomiaru ptynnosci btony komdrkowe;j S. aureus
doktorantka uzyta sondy fluorescencyjnej — 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu, ktdra lokalizuje
sie w czesci hydrofobowej dwuwarstwy fosfolipidowej i, w zaleznosci od szybkosci
reorientacji czasteczek, wykazuje fluorescencje o réznym stopniu polaryzacji. Wszystkie
zastosowane przed doktorantke metody, zwtaszcza metody biologii molekularnej i
komodrkowej oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikéw, nalezy uznaé za adekwatne dla
realizacji zamierzonych celéw.

Zastosowanie szczepow referencyjnych, tj. typu dzikiego USA300 oraz czterych mutantéw
izogenicznych (ArsbU, ArsbV, ArsbW i ArsbB) umozliwito doktorantce stwierdzenie, iz
szczepy o zaburzonej aktywnosci 6° sg szczegdlnie wrazliwe na inaktywacje fotodynamiczna
przy udziale PPArg2, ZnPC i RB. Ten wazny wynik potwierdzono w przypadku szczepéw
referencyjnych SH1000 oraz RN6390. Z uwagi na mniejszg efektywnos¢ fotodynamiczng
pozostatych trzech barwnikdw, przynajmiej w warunkach przeprowadzonych doswiadczen,
fotosesnsybilizatory te zostaty wytgczone z dlaszych badan. Nasuwa sie jednak pytanie, czy
poréwnanie fotodynamicznej aktywnosci barwnikdw bez uwzglednienia ich réznych
wtasciwosci optycznych, stosowanych stezen i spektralnej irradiancji Zrédet promieniowania
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jest rzeczywiscie uzasadnione. Doktadna analiza fotodynamicznej efektywnosci
fotosensybilizujgcych barwnikdw, zwtaszcza w uktadach biologicznych, nie jest tatwa, bo
wymaga wielu szczegdétowych analiz, w tym normalizacji efektéw do wartosci splotu funkcji
opisujgcych spektralna emisje promieniowania zrddta i aborpcje optyczng barwnika w
badanym uktadzie. Czym kierowata sie doktorantka wybierajgc stezenia poszczegdlnych
barwnikéw? Nie jestem ponadto przekonany, czy “krzywe przezywalnosci”, przedstawione w
rysunku 5 wnoszg istotng informacje o badanym zjawisku fotodynamicznym, zwtaszcza jesli
obserwowana zaleznos$¢ pokazuje brak efektu powyzej 10 J/cm?, tj pierwszej dawki, przy
ktorej ma miejsce znaczgce zabijanie komérek bakteryjnych. Dos$¢ niespodziewang
obserwacjg byto stwierdzenie wzglednego braku zaleznosci efektu fotodynamicznego od
stopnia akumulacji PPArg2.

Wyniki, uzyskane w badaniach fotodynamicznej inaktywacji 15 szczepdéw klinicznych S.
aureus postuzyty doktorantce do analizy cech genotypowych i fenotypowych warunkujgcych
wrazliwos¢ bakterii na inaktywacje fotodynamiczng. Analizujgc mutacje w obrebie operonu
sigB szczepow klinicznych S. aureus, mgr Kossakowska-Zwierucho zidentyfikowata szereg
mutacji i wynikajgce z nich zmiany w sekwencji pierwszorzedowej kodowanych biatek.
Umozliwito to zaproponowanie schematu struktury drugorzedowej biatka RsbU S. aureus z
uwzglednieniem zidentyfikowanych mutacji, ktére wptywaja na strukture biatka i jego
biologiczng aktywnos¢. Nalezy podkresli¢, ze jest to pierwszy model strukturalny
monomerycznej formy tego biatka, jaki opublikowano w literaturze naukowe;.

Zastosowanie szczepow referencyjnych, ktére w wyniku manipulacji genetycznych w obrebie
operonu crtOPQMN réznity sie stopniem pigmentacji umozliwito poréwnanie wrazliwosci
komorek na stres fotodynamiczny, indukowany trzema fotosensybilizatorami, od ilosci
syntetyzowanych przez komérki karotenoidoéw. Jak mozna byto oczekiwac bezbarwny
mutant SA145 wykazywat najwyzsza wrazliwos¢, podczas gdy szczep 147 z nadprodukcja
stafyloksantyny najnizszg wrazliwos¢. Dla potwierdzenia, iz opornos¢ S. auresus na
fotodynamiczng inaktywacje zalezy od produkowanych przez komérki karotenoidow,
zmierzono zawartos¢ pigment w ekstraktach metanolowych ze szczepdéw referencyjnych i
izolatow klinicznych. Wyniki pozkazaty, ze wszystkie szczepy S aureus o zaburzonej
aktywnosci czynnika 6® odznaczaty sie brakiem pigmentacji. Szczepy te wykazywaty duza
wrazliwosé na stress fotodynamiczny, jednak w przypadku innych szczepdw klinicznych nie
stwierdzono wyraznej korelacji pomiedzy ich opornoscig na inaktywacje fotodynamiczng a
zawartoscig karotenoiddw, co sugeruje, iz dziatanie przeciwutleniajgce stafyloksantyny,
chociaz istotne, nie jest jedynym elementem odpowiedzi S. aureus na stress fotodynamiczny.
Analizujgc widma absorpcji ekstraktdow, doktorantka wnioskuje, iz w przypadku niektérych
szczepow, obserwuje sie mieszanine réznych karotenoidéw. Szkoda, ze nie sprébowano
zidentyfikowac tych pigmentéw stosujgc bardziej specyficzng analize po rozdziale HPLC.
Innym ciekawym wynikiem jaki uzyskata doktorantka poréwnujgc wrazliwosé
fotodynamiczng réznych szczepdw S. aureus, jest stwierdzenie, iz szczepy podatne na
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inaktywacje fotodynamiczng charakteryzujg sie wysoka ptynnoscig btony komérkowe;.
Wyniki badan wskazujg ponadto na modyfikacje ptynnosci btony przez zawartg w niej
stafyloksantyne, ktérej ochronne dziatanie moze réwniez polegac na zmniejszeniu ptynnosci
btony komdrkowe;j.

Chociaz nadtlenek wodoru nie jest zbyt reaktywny, jego nadmierne stezenie moze prowadzic¢
do uszkodzenia struktury i funkcji komorki wyniku tzw. reakcji Fentona. Z tego tez wzgledu
aktywnos¢ enzymow biorgcych udziat w rozktadzie nadltenku wodoru jest jednym z waznych
mechanizmoéw ochrony komaérki przed stresem oksydacyjnym. Doktorantka nie
zaobserwowata jednak korelacji pomiedzy aktywnos$cig katalazy a opornoscia szczepéw
referencyjnych i klinicznych na inaktywacje fotodynamiczng indukowang badanymi
fotosesnsybilizatorami, chociaz stwierdzita wyrazng korelacje pomiedzy tolerancjg szczepdéw
referencyjnych na H,0, a aktywnoscig katalazy.

Zwiezta ale tresciwa dyskusja uzyskanych wynikéw odnosi sie do wszystkich istotnych
aspektow badan. Doktorantka przekonywujgco interpretuje obserwowane zaleznosci
proponujgc prawdopodobne mechanizmy analizowanych zjawisk. Chciatbym jednak
dowiedziec sie dlaczego doktorantka uwaza, iz fullereny, w przeciwieristwie do innych
uzytych w pracy doktorskiej fotosensybilizatorow, dziatajg gtdéwnie poprzez fotogenerowanie
anionorodnika ponadtlenkowego. Z wyjatkiem nanoczastek nieorganicznych, takich jak
ditlenek tytanu i tlenek cynku, pozostate fotosensyblizatory, nie wytgczajgc fullerenéw, mogg
fotogenerowac zaréwno tlen singletowy, jak i wolne rodniki. To, jakie reaktywne form tlenu
bedg preferencyjnie generowane w konkretnym uktadzie, zalezy od réznych czynnikéw, w
tym od lokalnego stezenia tlenu molekularnego i donordw elektronu. Ustalenie udziatu
reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za krytyczne uszkodzenie komérki, ktére
prowadzi do obserwowanego efektu fotodynamicznego, wymaga szczegétowwych,
odpowiednio zaprojektowanych badan.

Doktorantka pozostawia otwartg kwestie czy przeciwutelniajgce wtasciwosci
stafyloksantyny, czy raczej jej wptywa na strukture btony S. Aureus, odgrywajg wazniejszg
role w obronie bakterii przed stresem fotodynamicznym. W moim przekonaniu $wiadczy to o
dojrzatosci naukowej doktorantki, bo bez szeregu specjalistycznych pomiaréw i analiz,
dywagacje o prawdopodobnych mechanizmach ochronnego dziatania stafyloksantyny bytyby
nieuzasadniong spekulacja.

Bardzo rzeczowa jest dyskusja o znaczeniu zidentyfikowanych przez mgr Kossakowsg-
Zwierucho mutacjach w obrebie operonu sigB, ktére decydujg o wysokiej wrazliwosci S.
aureus na inaktywacje fotodynamiczng w uktadzie referencyjnym. Mozna zgodzié sie z
doktorantka, ze opis zidentyfikowanych mutacji, przedstawiony w jej pracy doktorskiej,
powinien przyczyni¢ sie do petnego scharakteryzowania system aktywacji czynnika 6°, ktéry
w S. aureus nie jest wystarczajgco poznany.
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Chociaz stafyloksantyna znaczgco modfikuje ptynnos¢ btony komorkowej S. aurus, od ktérej
zalezy wrazliwos$¢ bakterii na stress fotodynamiczny, karotenoid ten nie jedynym
modulatorem ptynnosci btony komérkowej. W dyskusji doktorantka zwraca wiec uwage na
role biatek btonowych, w tym podjednostki cytoplazmatycznej btonowego transportera
hemu i biatka Asp23, oraz na wptyw skfadu lipidowego btony komérkowe;.

Ostatnim wynikiem, dyskutowanym w rozprawie doktorskiej, jest dos¢ niespodziewany brak
korelacji pomiedzy opornoscia szczepdw S aureus na stress fotodynamiczny indukowany
badanymi fotosensybilizatorami a aktywnoscig komdrkowej katalazy. Wedtug doktorantki
sugeruje to, iz nadtlenek wodoru nie jest istotnym mediatorem bakteriobdjczego dziatania
PDI w badanych warunkach doswiadczalnych.

Do najwazniejszych wnioskdw sformutowanych przez mgr Kossakowskg-Zwierucho
zaliczytbym wykazanie szczegdlnej wrazliwosci szczepdw S. aureus o zaburzonej aktywnosci
RsbU-zaleznego alternatywnego czynnika c® na stress fotodynamiczny oraz ustalenie, ze
mutacje zidentyfikowane w operonie sigB, skoncentrowane w genie rsbU sg itotnym
czynnikiem zwigzanym z wrazliwoscig szczepdw szpitalnych na inaktywacje fotodynamiczna.
Whioski jasno pokazuja, ze zamierzone cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane.

Mgr Kossakowska-Zwierucho przedstawita bardzo dobrze zredagowang rozprawe doktorska,
ktora pozbawiona jest znaczacych bteddw i uchybien. Z obowigzku recenzenta wskazatem na
kilka kwestii, ktére wzbudzity moje watpliwosci. Sg to jednak kwestie dyskusyjne i bede rad

ustysze¢ od doktorantki opinie w tych sprawach. W kilku miejscach natknglem sie na drobne
btedy drukarskie, ktore wskaze doktorantce. W tym miejscu chciatem jedynie zwrécié uwage
na ewidenty bfad drukarski w drugiej reakcji Tabeli 1. Po reakcji rodnika photosensybilizatora
z tlenem czgsteczkowym produktem nie mogg by¢ dwa rodniki jak to zostato przedtawione.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Kossakowskiej-Zwierucho odpowiada
warunkom Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym a dorobek
naukowy mgr M. Kossakowsiej-Zwierucho uzasadnia nadanie jej stopnia naukowego
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia i dlatego wnosze do Wysokiej Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie doktorantki do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, w uznaniu wartosciowych wynikow
naukowych jakie uzyskata doktorantka, wnioskuje o wyréinienie jej rozprawy doktorskiej
stosowng nagroda.

Jese
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