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1. Podstawa opracowania

Podstawa formalna opracowania recenzji jest pismo skierowane przez Rade Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach,
datowane na dziefi 29.05.2023 roku. Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska Pani
mgr Oliwii Metryki "Indukcja stresu oksydacyjnego w komorkach bakterii przez wybrane
nanoczastki metaliczne oraz jego zwigzek z aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa”, ktora
zostala wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Agnieszki Mrozik. Promotorem

pomocniczym jest Pan dr Daniel Wasilkowski.

2. Celowosé podietej tematyki badawczej

Nanoczastki metaliczne  znajdujg  szerokie zastosowanie w produkcji réznych
nanomateriatéw. O ich popularnosci decyduja unikalne whasciwosci fizyczne, chemiczne
i optyczne. Ze wzgledu na rosngcy problem antybiotykoopornosci coraz wigksza uwage
pos$wigca si¢ mozliwosci ich wykorzystania jako czynnikéw przeciwbakteryjnych. Dotychezas
otrzymane wyniki badan potwierdzity przeciwbakteryjna aktywno$¢ nanoczastek stworzonych
na bazie metali. Mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania nanoczastek metali wynika
7 faktu, ze powoduja one destabilizacjg $ciany komorkowej 1 blony bakteryjnej, indukowanie
toksycznosci 1 stresu oksydacyjnego poprzez generowanie reaktywnych form tlenu (ROS) 1
wolnych rodnikéw, a w konsekwencji modulacj¢ szlakow transdukcji sygnalu. Jednakze

mechanizmy oddziatywania nanoczastek metalicznych nie s jeszcze do konca poznane.



Niewiele wiadomo na temat genotoksycznosci nanoczastek oraz ich potencjalnego dzialania
mutagennego. Podejrzewa sie, 7ze nanoczastki oraz ich jony moga hamowa¢ replikacje

DNA oraz wptywaé negatywnie na ekspresje genéw w komorkach. Odkrywanie nowych
zastosowan i zrozumienie doktadnych mechanizméw dzialania nanoczgstek metalicznych ma
kluczowe znaczenie dla dalszego rozwoju nauki i technologii. Dlatego tez podjgcie przez
Doktorantke tego tematu badawczego uwazam za dobrze przemy$lane i mogace dostarczy¢

unikalnych oraz warto§ciowych wynikow.

3. Ocena pracy

Rozprawe doktorska Pani mgr Metryki stanowig trzy oryginalne prace naukowe wraz
7 autoreferatem rozprawy. Prace naukowe maja charakter zespotowy i zostaly opublikowane
w jezyku angielskim w uznanych czasopismach naukowych posiadajacych wspotczynnik
wplywu IF. Dwie prace zostaly opublikowane w czasopismie Infernational Journal of
Molecular Sciences (IFas = 5,6), a jedna w czasopismie Journal of Hazardous Materials
(IF2023 = 14,22). We wszystkich trzech pracach Pani Metryka jest pierwsza autorka.
Doktorantka byta rowniez odpowiedzialna za przygotowanie koncepcji wszystkich trzech prac.

Picrwszg czesé autoreferatu rozprawy stanowi Wprowadzenie, przedstawiajace problem
badawczy, ktory jest punktem wyjscia zaplanowanych i przeprowadzonych badar. Nastepnie
autorka przedstawia szczegdlowy cel pracy, hipotezy oraz zadania badawcze. Ta czes¢ pracy
przedstawiona jest w sposob niezwykle klarowny i nie budzacy watpliwosci. W dalszej
kolejnosci autorka umiedcila rozdziat Materialy i metody. W rozdziale tym, obejmujacym
ponad pieé stron, autorka koncentruje si¢ na opisic metod badawczych wykorzystanych
w pracy. Rozdzial ten opisany jest W sposob przemyslany i staranny. Roéznorodnosc
wykorzystanych metod badawczych jest imponujgca. Autorka przy opisie poszczegdlnych
metod wskazuje, w ktérej publikacji poszczegolne metody byly wykorzystane. Praca zyskataby
na wartosci, gdyby Doktorantka wyjasnita czym kierowala sig wybierajac szczepy bakteryjne
do badafi. Niejasne jest rowniez dlaczego do wyznaczania krzywej wzrostu postuzono si¢
metoda posiewu a nie zrobiono tego z wykorzystaniem pomiaru gestosci optycznej (OD).
Sprecyzowania wymaga rownieZ sposéb obliczania wzglednej zmiany ekspresji genow jesli
stosowano wiecej niz jeden gen referencyjny. Dodatkowo, dla porzadku opis powinien
zawiera¢ informacje wzgledem czego odnoszono si¢ obliczajac wzgledne wartosci ekspres;ji
genow.

W kolejnej czesei pracy autorka opisuje uzyskane wyniki. Jest to obszerny rozdzia

zawierajacy streszczenie wszystkich uzyskanych wynikow. Autorka w sposéb uporzadkowany
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przedstawita wyniki stanowiace tre$¢ poszezegolnych publikacji naukowych oraz dokonata ich
dyskusji. Rozdziat ten zawiera opis nastgpujacych badan:
1. Ocena indukcji stresu oksydacyjnego oraz funkcjonowania ukladu
antyoksydacyjnego w komérkach bakterii traktowanych NPs. ;
2. Ocena zmian w profilach transkrypcyjnych i antyoksydacyjnych komérek bakterii
traktowanych NPs.
3. Ocena zmian w strukturze i whasciwosciach oston komorkowych oraz metabolizmie

oddechowym bakterii traktowanych NPs.

Rozdzial ten jest niezwykle cenny, gdyz daje jasny obraz wszystkich wynikow
uzyskanych w ramach obszernych badan. Dodatkowo, napisany jest w sposob przejrzysty
poprzez wskazanie najwazniejszych wynikow. Pewien niedosyt moze budzi¢ brak proby
integracji wszystkich uzyskanych wynikoéw. By¢ moze analiza wielowymiarowa pozwolitaby
wyciagnaé globalne wnioski dotyczace wplywu nanoczgstek na bakterie.

Po spisie literatury autorka umiescita publikacje naukowe, stanowigce podstawe
niniejszej rozprawy.

Pierwsza publikacja zatytutowana “Insight into the antibacterial activity of selected
metal nanoparticles and alterations within the antioxidant defence system in Escherichia
coli, Bacillus cereus and Staphylococcus epidermidis” zostata opublikowana w International
Journal of Molecular Sciences w 2021 roku. Publikacja ta, do tej pory byla cytowana
szedciokrotnie przez innych badaczy. Celem pracy bylo okreslenie profili stresu oksydacyjnego
dla bakterii Escherichia coli, Bacillus cereus i Staphylococcus epidermidis po ekspozycji na
Ag-NPs, Cu-NPs, ZnO-NPs and TiO:-NPs. Szczegélowymi celami bylo wyznaczenie
podstawowych wskaznikow toksykologicznych: MIC, MBC 1 ICso, ocena zdolno$ci Ag-NPs,
Cu-NPs, ZnO-NPs i Ti0»-NPs do generowania reaktywnych form tlenu (RFT) w komorkach
badanych bakterii, okreslenie aktywnosci enzymdw oksydacyjnych i dehydrogenaz, okreslenie
stezenia glutationu, zbadanie poziomu peroksydacji biatek 1 lipidow oraz okreslenie zaleznosci
miedzy tymi parametrami. Uzyskane wyniki potwierdzity antybakteryjne dziatanie wszystkich
NPs przeciw E. coli, B. cereus i S. epidermidis. Badane szczepy byly bardzie; wrazliwe na
dziatanie nanoczastek metali niz tlenkéw metali. Istotne, Ze bardziej wrazliwe na obecnos¢ Cu-
NPs byty badane bakterie Gram-dodatnie - B. cereusisS. epidermidis.

Co wiecej nanoczastki powodowaly wzrost stezenia specyficznych RFT
w komérkach bakteryjnych, co z kolei przyczynia sig do zmian w funkcjonowaniu uktadu

antyoksydacyjnego i zwiekszonej oksydacji biatek. Doktorantka na podstawie uzyskanych
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istotnych réznic w aktywnosci dehydrogenaz oraz podwyzszonego poziom peroksydacji
thuszezow dowiodla negatywny wplyw nanoczastek na ostony komoérkowe bakterii. Ponadto
udowodnita, ze najwickszy wzrost poziomu peroksydacji lipidéw nastapit w komorkach B.
cereus 1 S. epidermidis traktowanych Cu-NPs.

Druga z zaprezentowanych prac, zatytulowana “Evaluation of the effects of Ag, Cu,
ZnO and TiO: nanoparticles on the expression level of oxidative stress-related genes and
the activity of antioxidant enzymes in Escherichia coli, Bacillus cereus and Staphylococcus
epidermidis” zostata opublikowana rowniez w International Journal of Molecular Sciences
w 2022 roku. Publikacja ta byta cytowana juz w pieciu publikacjach autorstwa innych badaczy.
Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zaleznosci miedzy ekspresja gendéw  stresu
oksydacyjnego a aktywnoscig kodowanych przez nie bialek w warunkach stresu wywolanego
przez nanoczastki. Badano wplyw Ag-NPs, Cu-NPs, ZnO-NPs and TiO2-NPs w stezeniu ICso1
WICso u E. coli, B. cereysand S. epidermidis. Przeprowadzone badania dowiodly, Zze
Ag-NPs, Cu-NPs, ZnO-NPs i TiO>-NPs istotnic wptywaly na ekspresj¢ wybranych genow
stresu oksydacyjnego oraz aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych u badanych szczepodw
bakterii. Co wiecej stwierdzono, ze wplyw nanoczastek na ekspresje genow byt specyficzny
dla kazdej bakterii i zalezat od zastosowanego stezenia.

Wykazano, ze traktowanie nanoczastkami spowodowato obnizenie aktywnosci gendw
u E. coliiS. epidermidis, podczas gdy u B. cereus zaobserwowano wzrost aktywnosci genow.
Najwicksze roznice wykazano u B. cereus i S. epidermidis traktowanych TiO2-NPs, podczas
gdy u E. coli najwigksze roznice stwierdzono po traktowaniu ZnO-NPs. Obserwowane roznice
byly gléwnie zwigzane z genami kodujgcymi PER i CAT. Uzyskane wyniki wskazaty, ze
wplyw nanoczastek na system antyoksydacyjny zalezat od ich rodzaju i stgzenia. Wyniki te s3
niezwykle wartosciowe, gdyz dostarczaja unikalnych informacji o molekularnym mechanizmie
dziatania nanoczastek na komorki bakteryjne. Zapewne, mechanizmy te mozna byloby jeszcze
dokladniej wyjasni¢ stosujac podejscic RNA-seq. Szczegdlnie wazne byloby okreslenie
czynnikéw transkrypeyjnych, ktére reguluja aktywno$c genow kodujacych badane geny.

Ostatnia publikacja tworzaca rozprawe doktorskg zatytutowana jest “Undesirable
consequences of the metallic nanoparticles action on the properties and functioning of
Escherichia coli, Bacillus cereus and Staphylococcus epidermidis membranes” i zostala
opublikowana w bardzo wysoko cenionym czasopi$mie Journal of Hazardous Materials
w 2023 roku. Glownymi celami tej pracy bylo wyjasnienie interakcji nanoczastek
z ostonami komérkowymi bakterii, szczeg6lnie poprzez wykazanie negatywnych zmian w tych

strukturach. Dodatkowo, badano stezenie ATP i aktywno$¢ ATPazy. Waznym celem pracy
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byto réwniez okreslenie zmian w profilu kwasow thuszczowych. Przeprowadzone badania
wykazaly wplyw nanoczgstek na badane parametry w zaleznosci od ich rodzaju 1 stgzenia.
Przepuszczalno$¢ blon komorkowych byla skorelowana z wyciekiem zawartosci
wewngtrzkomorkowych oraz redukcja catkowitego ATP i aktywnosci ATPazy. Analiza estf(')w
metylowych kwasow thuszczowych (FAME) wskazata na zalezny od stezenia wplyw badanych
nanoczastek na udziat procentowy analizowanych grup kwaséw thuszczowych u wszystkich
badanych gatunkow. Doktorantka potwierdzita, ze badane bakterie Gram-dodatnie okazaly sie
bardziej wrazliwe na dziatanie nanoczastek niz E. coli. Dodatkowo, przeprowadzona analiza
SEM udowodnita, Zze poszczegdlne nanoczastki charakteryzowaly si¢ réznym stopniem
powinowactwa do powierzchni badanych szczepow w zaleznosci od ich budowy. Rowniez ta
publikacja dostarczyta unikalnych wynikéw, wzbogacajac wiedze na temat wplywu
nanoczastek na strukture 1 aktywno$¢ bakterii.

Kolejnym elementem rozprawy doktorskiej sa Whioski. Doktorantka przedstawila
10 wnioskow, ktére opisuja wplyw dzialania nanoczastek na badane gatunki bakterii.
W dalszej kolejnosci Autorka umiescita Streszczenia pracy w jezyku polskim 1 angielskim.
Streszezenie stanowi doskonalg synteze uzyskanych wynikow i pozwala na szybkie zapoznanie
si¢ z zatozeniami pracy i uzyskanymi wynikami. Ostatnim elementem pracy sa Oswiadczenia
wspotautorow publikacji o ich wkladzie w powstanie publikacji oraz oswiadczenie samej

Doktorantki.

4. Ocena koncowa pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Oliwii Metryki ma forme sp6jnego tematycznic cyklu
trzech publikacji. Opisane w tych publikacjach wyniki wnoszg istotny wklad w rozwéj nauk
biologicznych w zakresie mikrobiologii. Wymiernym efektem, potwierdzajacym wysokg
jako$¢ badan przeprowadzonych przez Pania mgr Metryke, jest opublikowanie prac
w czasopismach charakteryzujacych si¢ duza rozpoznawalnoscia, wyrazong wysoka wartoscia
wspolczynnika wpltywu (IF). Warta podkreslenia jest spdjnos¢ tematyczna opublikowanych
prac, wskazujagca ze praca doktorska byla bardzo dobrze zaplanowana i skutecznie
zrealizowana. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka podjeta sie ambitnego zadania, co wigzalo sig
z koniecznoscig poznania i wykorzystania réznych technik badawczych. Wyniki uzyskane
podczas realizacji pracy doktorskiej nie tylko poglebiaja wiedz¢ na temat wplywu nanoczastek
na bakterie, ale réwniez moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nanomateriatéw o dziataniu

antybakteryjnym. Wszystkie zawarte w recenzji krytyczne uwagi nie umniejszaja wysokiej



wartosci pracy, a jej calos¢ pozwala na pozytywna oceng zatozen rozprawy, jej wartosci

merytorycznej, uzyskanych wynikéw i wyciagnigtych wnioskow.

5. Wniosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Oliwii Metryki
pt.: "Indukcja stresu oksydacyjnego w komorkach bakterii przez wybrane nanoczastki
metaliczne oraz jego zwiazek z aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa " stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i wnosi istotny wklad w rozw¢j dyscypliny nauki
biologiczne. Doktorantka udowodnita, iz posiada og6lng wiedze teoretyczna wystarczajaca o
ubieganie sie¢ o stopien doktora w dyscyplinie nauk biologicznych. Przygotowanie przez
Autorke omawianej rozprawy doktorskiej swiadczy o Jej samodzielnosci w prowadzeniu badan
naukowych i duzej, praktycznej znajomosci metod badawczych. Praca doktorska spelnia
warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1
nauce ( Dz. U. z 2022 r. iaoz. 574 z pozn. zm.). W zwiazku z tym przedstawiam Radzie
Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach, wniosek o dopuszezenie Pani mgr Oliwii Metryki do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom

merytoryczny przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wnioskujg o jej wyréznienie.

Olsztyn, 19.07.2023
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