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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Aleksandry Talarczyk

pt. ,Modulacja aktywnosci pomp efflux i jej wplyw na skutecznos¢
antybakteryjnej terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem ilosciowej analizy na
poziomie pojedynczej komorki”

wykonanej w Katedrze Inzynierii Biomedycznej na Politechnice Wroctawskiej pod
kierunkiem dr hab. inz. Agnieszki Ulatowskiej-Jarza, prof. PW oraz dra hab. inz. Igora
Buzalewicza, prof. PW.

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Naukowej Inzynieria
Biomedyczna Politechniki Wroctawskiej

1. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Talarczyk dotyczy
niezwykle aktualnego i istotnego problemu wspotczesnej biomedycyny, jakim jest
poszukiwanie nowych metod przeciwdziatania antybiotykoopornosci bakterii. Dynamiczny
wzrost liczby szczepdw wielolekoopornych stanowi jedno z najwiekszych wyzwan zdrowia
publicznego XXI wieku, dlatego rozwdj alternatywnych strategii przeciwdrobnoustrojowych
nalezy uznac za problem o wysokiej randze naukowe;j i aplikacyjne;j.

Doktorantka skoncentrowata swoje badania na mozliwosciach zwiekszenia skutecznosci
antybakteryjnej terapii fotodynamicznej (aPDT) poprzez modulacje aktywnosci pomp efflux
przy uzyciu zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Jednoczesnie istotnym elementem pracy byto
wykorzystanie ilosciowe] analizy pojedynczych komoérek bakteryjnych z zastosowaniem
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cyfrowej holotomografii (DHT). Takie pofaczenie metod biologicznych, optycznych i
inzynierskich doskonale wpisuje sie w zakres wspotczesnej inzynierii biomedyczne;.

Tematyka rozprawy jest nowoczesna, interdyscyplinarna oraz posiada wyrazny
potencjat translacyjny zarowno w obszarze medycyny, jak i przemystu spozywczego czy
farmaceutycznego.

Rozprawa ma forme spojnego tematycznie cyklu publikacji naukowych obejmujacych
badania nad mechanizmami zwiekszania skutecznosci terapii fotodynamicznej, rola
inhibitorow pomp efflux pochodzenia roslinnego, oraz wykorzystaniem cyfrowej holotomografii
do ilosciowej oceny zmian zachodzgcych w pojedynczych komadrkach bakterii.

Cykl publikacji obejmuje trzy artykuty naukowe:

1. Pietrowska A, Hotowacz |, Ulatowska-Jarza A, Guzniczak M, Matczuk AK, Wieliczko A,
Wolf-Baca M, Buzalewicz |. The Enhancement of Antimicrobial Photodynamic Therapy of
Escherichia Coli by a Functionalized Combination of Photosensitizers: In Vitro Examination of
Single Cells by Quantitative Phase Imaging. Int J Mol Sci. 2022 May 30;23(11):6137. doi:
10.3390/ijms23116137.

2. Pietrowska A, Guzniczak M, Kublicka A, Matczuk A, Wieliczko A, Ulatowska-Jarza A,
Buzalewicz |. Efflux pump inhibitors from plant compounds: A new strategy to modulate
bacterial growth and morphology. Industrial Crops and Products. Volume 233, 2025, 121378,
doi: 10.1016/j.indcrop.2025.121378.

3. Talarczyk A, Kublicka A, Matczuk A, Wieliczko A, Ulatowska-Jarza A, Buzalewicz |.
Plant-derived efflux pump inhibitors potentiate Chlorin e6-based antimicrobial photodynamic
therapy against Bacillus cereus and Escherichia coli. Biochem Biophys Res Commun. 2026
Jan 25;797:1563214. doi: 10.1016/j.bbrc.2025.153214.,

Publikacje tworzg logicznie uporzgdkowang catos¢ i prezentujg konsekwentny rozwoj
koncepcji badawczej,

2. Ocena osiggniecia naukowego rozprawy doktorskiej

Gtéwnym celem rozprawy byto okreslenie wptywu modulacji aktywnosci pomp efflux na
skutecznos¢ antybakteryjnej terapii fotodynamicznej oraz opracowanie metod ilosciowej oceny
tych procesow na poziomie pojedynczej komorki bakteryjnej.

Doktorantka wykazata, ze (i) zastosowanie naturalnych inhibitoréw pomp efflux zwigksza
akumulacje fotosensybilizatoréw w komérkach bakterii, (ii) zwiekszona akumulacja chloryny
e6 przektada sie na wyzszg skuteczno$¢ fotoinaktywacii, (iii) cyfrowa holotomografia
umozliwia ilosciowg ocene zmian zachodzgcych w pojedynczych komérkach bakterii podczas
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terapii. Cele pracy zostaty jasno okreslone i konsekwentnie zrealizowane. Na szczegolne
podkreslenie zastuguje bardzo szeroki zakres zastosowanych metod eksperymentalnych.
Doktorantka wykorzystata mikrobiologiczne testy zywotnosci, oznaczenia MIC, spektroskopie
UV-VIS, konfokalng mikroskopie fluorescencyjng, cyfrowg holotomografie, czy ilosciowg
analize wspotczynnika refrakcji i suchej masy komérek. Szczegdlnie cenne jest wykorzystanie
DHT jako nowoczesnego narzedzia bezznacznikowego obrazowania ilosciowego bakterii.
Metoda ta zostata nie tylko zastosowana poprawnie, ale réwniez rozwinieta pod kgtem
interpretacji zmian refrakcyjnych jako wskaznikdw skutecznosci terapii
przeciwdrobnoustrojowej.

Praca $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu metodologicznym Doktorantki oraz
umiejetnosci integraciji metod biologicznych i fizycznych.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy zaliczam:

1. Wykazanie, ze inhibitory pomp efflux pochodzenia naturalnego zwiekszajg skutecznosc
antybakteryjnej terapii fotodynamicznej.

2. Potwierdzenie synergistycznego dziatania terapii skojarzonej (aPDT + EPI) wobec
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.

3. Opracowanie ilosciowego podejécia do oceny skutecznosci terapii z wykorzystaniem
cyfrowej holotomografii.

4. Wskazanie potencjatu aplikacyjnego badanych zwigzkéw naturalnych w terapiach
przeciwdrobnoustrojowych.

Do najmocniejszych stron rozprawy nalezg bardzo wysoka aktualnos¢ problematyki
badawczej, interdyscyplinarny charakter pracy, nowoczesny warsztat eksperymentalny,
wysoki poziom metodologiczny, logiczna konstrukcja cyklu publikaciji i potencjat wdrozeniowy
badan,

3. Uwagi krytyczne i dyskusyjne
Pomimo bardzo wysokiej oceny rozprawy nalezy wskazac kilka kwestii dyskusyjnych, do
ktorych chciatbym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie podczas publicznej obrony:

- Cyfrowa holotomografia zostata w pracy wykorzystana jako nowoczesne narzedzie ilosciowej
analizy zmian optycznych i morfologicznych bakterii. Nalezy jednak podkresli¢, ze metoda ta
ma charakter posredni i nie stanowi bezposredniej miary przezywalnosci komorek
bakteryjnych. W przedstawionych publikacjach wykazano jakosciowag korelacje pomiedzy
zmianami parametréw Rl a akumulacjg fotosensybilizatora oraz odpowiedzig komdrkowa na
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terapie fotodynamiczng, jednak nie przeprowadzono petnej walidacji ilosciowe] tych
parametrow wzgledem klasycznych oznaczenn zywotnosci, takich jak CFU czy testy
LIVE/DEAD.

- Zastosowane stezenia wybranych inhibitorow pomp efflux, szczegolnie palmatyny i
berberyny, byly relatywnie wysokie w poréwnaniu z typowymi stezeniami stosowanymi dla
klasycznych zwigzkdw przeciwdrobnoustrojowych, Cho¢ wartosci te mieszczg sie w zakresie
spotykanym w badaniach in vitro dotyczgcych naturalnych zwiazkéw o stabej aktywnosci
przeciwbakteryjnej, pojawia sie pytanie o specyficznosé¢ obserwowanych efektow
biologicznych oraz potencjalne trudnosci translacyjne zwigzane 2z praktycznym
zastosowaniem tak wysokich stezen.

- Pewne watpliwosci budzi wybér Baciflus cereus jako podstawowego modelu bakterii Gram-
dodatnich. Cho¢ gatunek ten posiada znaczenie $rodowiskowe i zywno$ciowe oraz moze by¢
dogodnym modelem do badar obrazowych, bardziej oczywistym wyborem w kontekscie
klinicznych zastosowan terapii fotodynamicznej wydaje sie np. Staphylococcus aureus,
szczegolnie szczepy MRSA, powszechnie stosowane w badaniach nad biofilmami i
opornoécig bakterii. W pracy zabraklo szerszego uzasadnienia tego wyboru oraz dyskus;ji
ograniczen zwigzanych z mozliwoscig uogdlniania uzyskanych wynikéw na inne bakterie
Gram-dodatnie.

- Watpliwosci budzi réwniez sposob interpretacji uzyskanych wynikéw iloSciowych
dotyczacych wzrostu skutecznosci terapii kombinowanej. W pracy wskazano m.in. na wzrost
efektywnosci terapii o 273,9%, jednak przedstawione analizy opierajg sie gtéwnie na
parametrach posrednich, takich jak zmiany wspatczynnika refrakcji, suchej masy komaorkowej
czy aktywnosci metabolicznej ocenianej testem resazurynowym. Brakuje natomiast
bezposrednich oznaczen przezywalnoéci bakterii, takich jak CFU lub analizy LIVE/DEAD,
ktére pozwalatyby jednoznacznie powigza¢ obserwowane zmiany optyczne z rzeczywistg
skutecznoscig bakteriobojczg terapii.

W pracy pojawiajg sie rowniez pojedyncze sformutowania o charakterze skrotowym lub
terminologicznie nieprecyzyjnym, na ktére chciatbym zwréci¢ uwage Doktorantki. Nie oczekuje
ustosunkowania sie do tych sformutowan, natomiast goragco zachecam do wiekszej uwaznosci
w postugiwaniu sie jezykiem naukowym w przysztosci:
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- ,0pornos¢ nabyta natomiast powstaje w wyniku mutacji lub narazenia komorki na érodki o
dziataniu przeciwbakteryjnym” - lepszym sformutowaniem bytoby ,oporno$¢ nabyta rozwija sie
w wyniku mutacji genetycznych lub nabycia gendw opornosci, a jej selekcji sprzyja ekspozycja
bakterii na srodki przeciwbakteryjne.”

- ,mutacje w genach kanatow” - lepsze sformutowanie to np. ,mutacje w genach kodujacych
biatka transportowe btony” lub ,mutacje genow kodujgcych poryny lub pompy efflux”,

- przeprogramowanie struktury miejsca wigzania leku wskutek modyfikacji enzymatycznych
prowadzgcych do metylacji genu” - lepsze sformutowanie to np. ,modyfikacje enzymatyczne
prowadzgce do metylacji miejsca docelowego leku” albo ,enzymatyczna modyfikacja miejsca
wigzania antybiotyku, np. poprzez metylacje rRNA”",

- ,najczesciej spotyka sie potgczenie antybiotykow z dodatkowsg substancjg lub czynnikiem np.
bakteriofagami” — terapie fagowe trudno nazwac¢ najczesciej spotykanymi; lepszym
sformutowaniem bytoby ,stosuje sie rowniez terapie skojarzone, obejmujace antybiotyki oraz
dodatkowe czynniki biologiczne, takie jak bakteriofagi.”

- ,czestotliwos¢ mutacji pomp” - lepsze sformutowanie ,czestos¢ mutaciji genow kodujgcych
pompy efflux”

- ,gram-dodatnie posiadajg zewnetrzng warstwe peptydoglikanu, ktéra zapewnia jedynie
ograniczona odporno$c¢ na przepuszczalnos¢” — w tym zdaniu mamy kilka problemoéw; nie
mozemy mowi¢ o odporno$ci komorki na przepuszczalnosé lub zewnetrznej warstwie
peptydoglikanu, ktéra sugeruje istnienie jakiejs zewnetrznej ostony bakteryjnej
u drobnoustrojow Gram-dodatnich. Lepszym sformutowaniem bytoby ,Bakterie Gram-
dodatnie posiadajg grubg warstwe peptydoglikanu, ktéra jednak nie stanowi tak skutecznej
bariery dla transportu czasteczek jak btona zewnetrzna bakterii Gram-ujemnych.”

Ponadto, w pracy pojawiajg sie miejscami sformutowania o charakterze zbyt ogélnym lub
wymagajace doprecyzowania terminologicznego. Przyktadem moze by¢ uzyte okreslenie
Lbiofilmy i inne struktury bakteryjne”. W jezyku mikrobiologicznym bardziej precyzyjne bytoby
wskazanie konkretnych form organizacji komérek, takich jak mikrokolonie, klastry bakteryjne
czy agregaty komorkowe zwigzane z wczesnymi etapami tworzenia biofilmu.
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Uwagi te maja jednak gtéwnie charakter redakcyjny i nie wptywajg istotnie na ogolna
warto$¢ merytoryczna rozprawy.

4. Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Talarczyk oparta jest na trzech wysokiej
jakosci publikacjach, ktére zostaty docenione przez recenzentéw i edytoréw w czasopismach
naukowych. Kazda z prac podnosi wazne aspekty i problemy badawcze, wnosi znaczacy
wktad w badania nad wykorzystaniem metody fotodynamicznej w walce z wielolekoopornymi
drobnoustrojami. Na podstawie zatgczonych o$wiadczen Doktorantki oceniam jej udziat
koncepcyjny jak i wykonawczy w powstaniu prac bardzo wysoko.

Rozprawa $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia
samodzielnej pracy naukowej. Doktorantka wykazata umiejetno$é formutowania problemow
badawczych, zdolno$¢ planowania i realizacji eksperymentoéw, bardzo dobrg znajomosé
nowoczesnych metod badawczych, krytyczne podej$cie do uzyskiwanych wynikow, oraz
umiejetnos¢ interpretacji danych. Wysoki poziom publikacji oraz ich sp6jnoéé tematyczna
potwierdzajg dojrzatos¢ naukowa Kandydatki.

5. Whniosek koncowy

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Talarczyk
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego w dyscyplinie inzynieria
biomedyczna.

Rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z powyzszym
wnosze o dopuszczenie mgr Aleksandry Talarczyk do dalszych etapow postepowania
doktorskiego. Zwracam sie¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Inzynieria Biomedyczna na
Politechnice Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Talarczyk do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Dr hab. Mariusz Grinholc, prof. UG
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