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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Talarczyk pt.: ,Modulacja
aktywnoSci pomp efflux i jej wplyw na skuteczno$¢ antybakteryjnej terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem ilosciowej analizy na poziomie pojedynczej

komorki” wykonanej w Politechnice Wroclawskiej.

Promotorami rozprawy doktorskiej sg: Pani dr hab. inz. Agnieszka Ulatowska-
Jarza, prof. uczelni, oraz promotor pomocniczy Pan dr hab. inz. Igor Buzalewicz, prof.

uczelni, Katedra Inzynierii Biomedycznej, Politechniki Wroclawskiej.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost liczby badan zwigzany z
poszukiwaniem nowych terapii dotyczacych zwalczania zakazen spowodowanveh przez
wielolekooporne  drobnoustroje.  Duze  zainteresowanic  budza metody opartymi  na
przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej (aPDT), szczegolnie w kontekscie zakazen
wywolywanych przez bakteryjne szczepy wielolekooporne wytwarzajacych biotilm.

Zakres tematyczny rozprawy wpisuje si¢ w aktualny 1 bardzo istotny nurt badan
dotyczacych poszukiwania alternatywnych metod terapii zakazen w obliczu narastajacego
problemu antybiotykoopornosci wsrod réznych grup bakterii.

W tym kontekscie podjeta przez Doktorantke problematyka jest zardéwno aktualna. jak
i uzasadniona naukowo.

Rozprawa ma wyraznie interdyscyplinarny charakter. taczac elementy mikrobiologii.

biofizyki. fotochemii. obrazowania biomedycznego 1 inzynierii biomedyeznej. Na szczegolne
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podkreslenie zastuguje proba polaczenia klasycznych metod mikrobiologicznych z ilosciowa
analizg obrazowa opartg o cyfrowg holotomografi¢ (DHT). co stanowi jeden z oryginalnych

elementow ocenianej pracy.

Podstawe rozprawy doktorskie] stanowig trzy spojne, lematycznie powigzane
publikacje naukowe uzupetnione syntetycznym opracowaniem obejmujacym: wprowadzenie
teoretyczne, uzasadnienie podjetej problematyki badawcezej. hipotezy i cele pracy. omowienie

wynikow oraz podsumowanie oraz wnioski koncowe.

Tematyka rozprawy koncentruje si¢ wokol zagadnienia zwigkszania skutecznosci
antybakteryjnej terapii fotodynamicznej (aPDT) poprzez zastosowanie naturalnych
inhibitorow pomp efflux (EPIs) oraz kombinacji fotouczulaczy z antybiotykami lub
cytostatykami a takze wykorzystania cyfrowej holotomogralii (DHT) jako nowoczesnego

narzedzia ilosciowej analizy odpowiedzi bakteryjnej na poziomie pojedynczej komarki.

Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej nie wymagaja odrgbnej oceny
merytorycznej., zawarte w nich tresci zostaty bardzo wysoko ocenione przez niezaleznych
ckspertow. recenzentow czasopism, o czym swiadezy fakt. iz sa one opublikowane w
prestizowych czasopismach miedzynarodowych o wysokich wymogach merytorycznych i
redakcyjnych. Kazda z tych prac jest pracg zbiorowa. jednak w kazdej z nich Pani mgr inz.

Aleksandra Talarczyk jest pierwszym autorem.

Wszystkie prace wchodzgee w sklad rozprawy doktorskiej to prace oryginalne. Laczny
wskaznik oddzialywania trzech prac Impact Factor wynosi 14, zas punktacja MNiSW
wynosi 440. Zostaly one opublikowane w okresie czterech lat - kolejno: 1 praca w 2022r..
140 pkt. MNiSW. IF §,6: 2 praca w 2025r.. 200 pkt. MNiSW. IF 6,2: 3 praca w 2026r. 100
pkt. MNiSW IF 1,2.

Recenzowana rozprawa doktorska ma uktad typowy dla osiggnigeia skladajacego si¢
tematyecznie spojnych trzech publikacji. Zawiera ona: ..Wykaz publikacji bedacych podstawag
rozprawy doktorskiej™. ..Wykaz skrotow™, Streszezenie w jezvku polskim™. .Streszezenie w
jezyku angielskim”, ,.Cel oraz hipotezy pracy naukowe pracy”. .Wstep”, ..Opis prac i
publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej™. ..Podsumowanic i kierunck przyszlych
badan™. ..Bibliogratia™, ..Dorobek naukowy oraz analiza bibliometryczna Doktorantki.
Rozprawa obejmuje lgcznie 124 stron razem z zalgczonymi publikacjami, W czgsci

..Bibliografia™ Doktorantka przedstawita wykaz najwazniejszych 166 pozycji pismiennictwa.
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Oceniajac dobor problematyki badawczej przez Doktorantke musze przyznac, iz
tematyka rozprawy jest bardzo dobrze osadzona w aktualnych wvzwaniach wspotczesne;
mikrobiologii i medycyny. Problem narastajacej opornosei bakterii na antvbiotyki nalezy
obecnie do najwazniejszych zagrozen zdrowia publicznego. Szcezegolnego znaczenia nabiera
to w przypadku bakterii zdolnych do tworzenia biofilmu oraz wykazujacych aktywnosé pomp
elflux, ktore Znaczaco ograniczaja skutecznosc klasycznych terapii
przeciwdrobnoustrojowych. W tym kontekscie terapia fotodynamiczna stanowi atrakcyjng
strategi¢ alternatywna. poniewaz jej mechanizm dzialania opiera si¢ na generowaniu

reaktywnych form tlenu i jednoczesnym uszkadzaniu wielu struktur komorkowych.

Doktorantka stusznie wskazuje, ze wielocelowy charakter terapii fotodynamicznej
moze utrudnia¢ rozwdj opornosci. Jednoczesnie nalezy zaznaczyé. ze czes¢ sformulowan
dotyczacych ,,niemoznosei” wytworzenia opornosci wobec terapii fotodynamicznej jest zbyt
kategoryczna. Coraz wigeej danych sugeruje bowiem mozliwos¢ rozwoju adaptacyjnych
mechanizmow  tolerancji lub opornosei takze wobec terapii opartych na akumulacja

reaktywnych form tlenu (ROS: ang. reactive oxygen species)

Bardzo trafny jest natomiast wybor zagadnien dotyczacych pomp eftlux. Zjawisko
aktywnego usuwania roéznych antybiotykdw przez bakterie ma kluczowe znaczenie zardwno
dla klasycznej antybiotvkoopornosei. jak i dla skutecznosci terapii  fotodynamicznej.
Szczegodlnie wartosciowa jest proba wykorzystania naturalnych zwigzkow roslinnych jako
potencjalnych inhibitorow pomp eftlux. co wpisuje si¢ w aktualny nurt badan nad strategiami

adjuwantowymi,

Cele rozprawy zostaly sformulowane jasno i logicznie. Doktorantka postawila trzy

glowne hipotezy badawcze:

1. Kombinacja dwdch odpowiednio dobranych fotouczulaczy  zwicksza ich
akumulacje w komorkach bakteryjnych oraz prowadzi do uzyskania co najmnie;j
addytywnego efektu terapii fotodynamicznej:

2. Zastosowanie celowanych inhibitorow pomp elflux (EPIs) ogranicza dynamike
formowania si¢ struktur przestrzennych tworzonych przez bakterie:

3. Zastosowanie  wybranych inhibitorow pomp efflux  (EPIs) zwicksza

wewnatrzkomorkowg akumulacje fotouczulacza.

Hipotezy te sa spdjne z ukladem cyklu publikacji i tworza logiczna tematyke

badawczg: od oceny kombinacji fotouczulaczy, przez analiz¢ wplywu inhibitoréw pomp



efflux. na populacje bakteryjne. az po polaczenie obu strategii w modelu terapii

=

kombinowanej.

Na podkreslenie zastuguje fakt. ze rozprawa nie ogranicza si¢ wylgeznie do wykazania
efektu  przeciwdrobnoustrojowego. ale  podejmuje  probe ilosciowego  opisu  zmian
komorkowych przy wykorzystaniu cyfrowej holotomografii (DHT). To wlasnie ten element

stanowi jeden z cickawszych aspektow nowatorskich calej pracy.

W pierwszej publikacji badania Doktorantki koncentruja si¢ na ocenie skutecznosci
akumulacji w komorce kombinacji dwoch fotouczulaczy: Chlorin e6 oraz Pheophorbide a.
Najwicksza zaletg tej publikacji jest wykorzystanie cyfrowej holotomografii (DHT) do
ilosciowej oceny zmian zachodzacych w pojedynczyveh komorkach bakteryjnyceh. Doktorantka
i wspotautorzy wykazali. ze polaczenic dwaoch fotouczulaczy skutkuje wicksza skutecznoseia
terapii fotodynamicznej (aPDT) niz stosowanie kazdego z nich oddzielnie. Istotnym atutem

tej pracy jest rowniez wykorzystanie mikroskopii konfokalnej do oceny akumulacji

fotouczulaczy.

Pewnym ograniczeniem pozostaje  wykorzystanic  wylgeznie  jednego  modelu
bakteryjnego (Escherichia coli), co ogranicza mozliwos¢ szerszego uogolniania uzyskanych
wynikow. Ponadto mechanizm zwigkszonej skutecznosci terapii kombinowanej pozostaje
czesciowo opisowy 1 nie zostal poglebiony np. o analize powstawania reaktywnych for tlenu

(ROS) czy wplywu na integralnos¢ blon.

Mimo pewnych ograniczen publikacj¢ oceniam wysoko ze wzgledu na jej nowatorski

aspekt metodologiczny.

Publikacja druga ma charakter bardziej cksploracyjny i skupia si¢ na ocenie wplywu
szeregu naturalnych zwiazkow okreslanych, jako inhibitory pomp efflux na wzrost bakterii i
formowanie struktur komorkowych. Zaleta tej pracy jest szeroki zakres analizowanych
zwigzkow oraz wykorzystanie kilku gatunkow bakterii reprezentujacych zardéwno bakterie
Gram-dodatnie. jak 1 Gram-ujemne. Interesujace sa wyniki uzyskane dla berberyny i
Enterococcus faecalis. Co prawda Doktoranta stosunkowo latwo przypisuje obserwowane
efekty dziatania inhibitorom pomp efflux (EPIs). mimo Ze nie przeprowadzono bezposrednich
testow aktywnosci pomp efflux. Nie mozna wykluczy¢. z¢ cz¢s¢ obserwowanych efektow
wynikata 7 dzialania toksycznego, destabilizacji blon lub wplywu na metabolizm komorkowy.

W mojej ocenie publikacja wymagalaby ostrozniejszego jezyka interpretacyjnego.



Trzecia publikacja to zdeeydowanie najlepsza publikacja wehodzaca w sklad rozprawy
i jednoczesnie najlepiej realizujaca glowny temat pracy doktorskiej. Doktorantka wykazala.
ze wybrane zwiazki pochodzenia naturalnego zwigkszaja akumulacj¢ Chlorin e6 i nasilaja
efekt terapii fotodynamicznej (aPDT) wobec wybranych bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. Szczegolnie przekonujgce sy wyniki uzyskane dla kombinacji: piperyna +
Chlorin e¢6 wobec Bacillus cereus oraz berberyna i palmatyny + Chlorin ¢6 wobec

Escherichia coli.

Bardzo dobrze zaprojektowano czgs¢ obrazowg oraz analize fluorescencyjng.
Dodatkowym atutem jest proba ilosciowego powigzania zmian obserwowanvch w cyfrowej
holotomografii (DHT) z efektem biologicznym terapii. Publikacja stanowi wartosciowy

wklad do badan nad terapiami kombinowanymi.

Najwigkszg wartoscig rozprawy jest polaczenie kilku niezaleznych kierunkow
badawczych: terapii fotodynamicznej. inhibitorow pomp efflux. zwigzkow pochodzenia
naturalnego. 1 zastosowanie cyfrowej holotomograflii oraz analizy pojedynczych komorek

bakteryjnych.

Sama terapia fotodynamiczna nie jest oczyvwiscie zagadnieniem nowym. podobnie jak
badania nad inhibitorami pomp eftlux. Jednak zastosowanie cylrowej holotomografii (DHT).
jako narzedzia ilosciowego do oceny skutecznosci terapii fotodynamicznej (aPDT) oraz proba
opisu zmian biofizycznych struktur bakteryjnych stanowi istotny wklad metodologiczny. W
mojej ocenie nowos¢ rozprawy ma charakter metodologiczny, techniczny, jak rowniez

aplikacyjny.

Z punktu widzenia mikrobiologa nowatorskos$¢ zaprezentowanych wynikow jest
umiarkowana, poniewaz wiele badanych zwigzkow (berberyna. piperyna. kurkumina) bylo
wezesnie] opisywanych jako potencjalne inhibitory pomp efflux (EPIs) oraz zwigzki
wspomagajace dzialanie antybiotykow i fotouczulaczy. Natomiast nalezy podkresli¢, ze
sposob ich analizy w polaczeniu z zastosowaniem cyfrowej holotomografii (DHT)

stanowig realng warto$¢ dodana.

Recenzowana rozprawa doktorska ma uklad typowy dla osiggniecia skladajacego sie z
tematycznie spojnych trzech publikacji. Zawiera ona: ..Wykaz publikacji bedacych podstawg
rozprawy doktorskiej”, ..Wykaz skrotow™. ..Streszezenie w jezyku polskim™. .Streszezenie w
Jezyku angielskim™, ..Cel oraz hipotezy pracy naukowe pracy”. .Wstep™, ..Opis prac i

publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej™. ..Podsumowanie i kierunek przyszlych



badan™, ..Bibliografia”, ..Dorobek naukowy oraz analiza bibliometryczna Doktorantki.
Rozprawa obejmuje lacznie 124 stron razem z zalaczonymi publikacjami. W czesci

.Bibliografia™ Doktorantka przedstawita wykaz najwaznicjszych 166 pozycji pismiennictwa.

W zaproponowanym przez Doktorantke ..ukladzie™ rozprawy doktorskiej. do czego
ma Pani prawo. nie znajduj¢ rozdzialu ..Wnioski koncowe" przedstawionych w punktach
wnioskow wynikajacych z catodei pracy. Zwyczajowo w tym migjscu zamieszezane sa,
wypunktowane najwazniejsze wnioski. Sa  one zawsze krotkim.  konstruktywnym
podsumowaniem uzyskanych wynikow badan. Pozostaja pelna odpowiedzig na wezednie
postawione cele i nadajg kierunek dalszym pracom badawczym. Dodatkowo sg wskazaniem

do ich wykorzystania zardGwno w nauce jak i zastosowaniu praktycznym.

Doktorantka w rozdziale ,.Opis prac™ w sposob opisowy starala si¢ przedstawic
najwaznicjsze wnioski wynikajace z otrzymanych wynikow badan. Taki sposob prezentacii
wnioskow zwyczajowo umieszeza sie w dyskusji z wynikami badan innych autorow.
Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci pracy, sa jedvnie pewnym wskazaniem. Edytorska

strona pracy pozostaje w gestii Doktorantki.

Podsumowujgc. oceniana rozprawa doktorska, w sklad ktorej wehodza trzy publikacje,
stanowi oryginalne opracowanie problemu zwiazanego z terapig zakazen spowodowanych
przez wielolekooporne drobnoustroje. zaréwno pod wzgledem poznawczym jak i

mozliwoscig wykorzystania w praktyce.

Rozprawa swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu metodologicznym Doktorantki.
Autorka swobodnie wykorzystuje zaréwno klasyczne techniki mikrobiologiczne, jak i

zaawansowane metody obrazowania biomedycznego.

Na szezegolne podkreslenie  zasluguje: umiejetnosé integracji  danych
pochodzgeyeh z réznych metod badawcezych, poprawna analiza ilo§ciowa, prawidlowe
projektowanie do$wiadczen, kompetentna interpretacja wynikéw, bardzo dobra
orientacja w aktualnej literaturze naukowej. Rozprawa pokazuje, ze Doktorantka

posiada dojrzaloéé¢ badawcezy.

Doktorantka wykazala umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
krytycznej analizy wynikow oraz wlasciwego osadzenia wlasnych badan w aktualnym stanie
wiedzy. O duzej dojrzalodci naukowej Doktorantki swiadczg takze liczne nagrody/stypendia
naukowe. publikacje w czasopismach wysoce punktowanych, udzial w  projektach

badawczych oraz ukonczone kursy i szkolenia



Recenzowang pracg oceniam bardzo wysoko. Dlatego w tym miejscu wnioskuje o

przyznanie Doktorantce wyréznienia za wybitng rozprawe doktorska.

Przedkladam jednoznacznie pozytywng opini¢ na temat rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Aleksandry Talarczyk pt.: ,,Modulacja aktywnosci pomp efflux i jej wplyw
na skuteczno$é antybakteryjnej terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem ilo$ciowej
analizy na poziomie pojedynczej komorki”, ktora spelnia wszvstkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim wymagane ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce zgodnie z
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce tj. Dz. U. z
2024r. poz. 1571 z pézn. zm.) i wnosze¢ o dopuszezenie Doktorantki do dalszych etapow

post¢powania o nadanie tytulu doktora.

Dr hab. n med. Pawel-Tomasz Sacha

Biatystok. 12.05.2026



