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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Metryki
pt. ,Indukcja stresu oksydacyjnego w komérkach bakterii przez wybrane nanoczastki metaliczne oraz
jego zwigzek z aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg” wykonanej na Wydziale Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Mrozik i dra Daniela
Wasilkowskiego.

1. Wprowadzenie )
Recenzje wykonatam na zlecenie Dyrektora Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu
Nauk Przyrodniczych US w Katowicach. Pana dra Mariusza Kanturskiego, prof. US, z dnia 29 maja 2023 r.
Otrzymatam kompletny zestaw dokumentow umozliwiajacy ocene rozprawy doktorskiej zgodnie z
~wymaganiami okreslonymi w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2018, poz. 1668 — tekst ujednolicony).

2. Ocena Wyboru problematyki badawczej

Nanotechnologia to obiecujaca i szybko rozwijajaca sie dziedzina badan, zajmujaca sie wytwarzaniem i
modyfikowaniem struktur w skali nano, ktéra stale zyskuje zainteresowanie, poniewaz ma obiecujacy wptyw
na dobrostan ludzi i przynosi nowe mozliwosci w obecnej erze technologii. Nanoczastki (NPs) to materiaty o
charakterystycznych rozmiarach (zwykle w zakresie od 1 do 100 nanometrow), strukturze oraz
wiasciwosciach  fizykochemicznych, elektrycznych, magnetycznych, termicznych, mechanicznych,
katalitycznych, optycznych i biologicznych. Wtasciwosci i reaktywnos¢ nanoczastek zalezg gtownie od ich
bardzo matych rozmiaréw i ogromnej powierzchni. Nanoczastki metali i tlenkdw metali znalazty szerokie
zastosowanie w ochronie i monitorowaniu $rodowiska (rekultywacja, toksykologia, uzdatnianie wody,
fotodegradacja), katalizie, przemysle tekstylnym, elektronice, przemysle mechanicznym, wychwytywaniu
energii, sektorze farmaceutycznym i biomedycznym, w tym w dostarczaniu lekéw, terapii raka, naprawie |
tkanek i dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Jednakze, tak szerokie stosowanie nanomateriatéw i ich
niekontrolowane uwalnianie do $rodowiska stanowi zagrozenie dla ludzi i $rodowiska. Duzym
zainteresowaniem cieszy sie przeciwdrobnoustrojowe dziatanie nanoczastek, ktére charakteryzuje sie
plejotropowoscig. Takie dziatanie nanoczastek, cho¢ pozadane w walce z mikroorganizmami patogennymi,

po ich niekontrolowanym uwolnieniu do srodowiska moze niekorzystnie dziata¢ na mikroorganizmy w nim
wystepujace, czesto dla tego Srodowiska pozyteczne. Chociaz ogdlne mechanizmy dziatania nanoczastek na
mikroorganizmy s3 czesto opisywane w literaturze to wiedza na temat ich dziatania na poziomie
komorkowym jest nadal niepetna.

W tym kontekscie podjeta problematyka badawcza przez mgr Oliwie Metryke jest nowatorska a wybor

tematu rozprawy doktorskiej pt.: ,Indukcja stresu oksydacyjnego w komorkach bakterii przez wybrane
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nanoczgstki metaliczne oraz jego zwiqzek z aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowq” jest uzasadniony, zaréwno
z poznawczego, jak i utylitarnego punktu widzenia. Tematyka podjeta przez Doktorantke wpisuje sie w
dyscypline nauki biologiczne.

3. Ocena formalna
Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Oliwii Metryki, przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab.
Agnieszki Mrozik i dra Daniela Wasilkowskiego, zgodnie z artykutem 187 pkt. 3 ustawy prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, stanowi zbidr trzech opublikowanych, powigzanych tematycznie artykutow naukowych,
ktére autorka wkomponowata w ich opis.
Rozprawa doktorska liczy 114 stron i skfada sie z nastepujacych rozdziatéw: autoreferat rozprawy (1)
obejmujgcy wprowadzenie, cel pracy, materiaty i metody, wyniki i dyskusje oraz literature i Zrodta
internetowe, publikacje (I1), wnioski (I11), streszczenie w jezyku polskim (IV), streszczenie w jezyku angielskim
(V) oraz o$wiadczenia doktoranta i wspotautorow publikacji (VI).
Najwazniejszym rozdziatem jest rozdziat Il pt. ,Publikacje”, poniewaz jest on podstawa rozprawy doktorskiej
i obejmuje kopie nastepujgcych artykutow:

1. Metryka 0., Wasilkowski D., Mrozik A. 2021. Insight into the antibacterial activity of selected metal
nanoparticles and alterations within the antioxidant defence system in Escherichia coli, Bacillus cereus
and Staphylococcus epidermidis. International Journal of Molecular Sciences 22(21): 11811.

2. Metryka O., Wasilkowski D., Mrozik A. 2022. 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. International Journal of
Molecular Sciences 23(9): 4966.

3. Metryka O., Wasilkowski D., Adamczyk-Habhrajska M., Mrozik A. 2023. Undesirable consequences of the
metallic nanoparticles action on the properties and functioning of Escherichia coli, Bacillus cereus and
Staphylococcus epidermidis membranes. Journal of Hazardous Materials 446: 130728.

Artykuty te opublikowano w latach 2021-2023. Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor) zbioru
publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 25,408, a suma punktdw wedtug MEiN jest réwna 480. Sa
to wskazniki bardzo dobre. Wszystkie publikacje s wieloautorskie, liczace od 3 do 4 autoréw. We wszystkich
publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem i jednym z dwdch autorow korespondencyjnych. W
oswiadczeniach wszyscy autorzy okreslili swdéj udziat izakres wykonywanych prac w czasie realizacji badan i
przygotowywania manuskryptow. Z oswiadczen wynika, ze mgr Oliwia Metryka uczestniczyta w tworzeniu
koncepcji prac, opracowaniu metodologii, zbieraniu i analizie danych, walidacji danych, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, wizualizacji wynikow i przygotowaniu manuskryptéw. Uwage zwraca fakt, ze taki sam udziat
wykazuje promotor pomocniczy rozprawy. Jednak ze wzgledu na to, ze mgr Oliwia Metryka we wszystkich
pracach jest pierwszym i korespondencyjnym autorem, jej role w powstawaniu w/w prac uznaje za wiodaca.
Na uwage zastuguje fakt, ze wyniki badan ukazaty sie w wysoko punktowanych czasopismach, a szczegdlnie
trzecia z wymienionych publikacji, ktdra ukazata sie w Journal of Hazardous Materials wydawnictwa Elsevier
(IF=13.6, MEiIN=200 pkt).

Podsumowujgc ocene formalng stwierdzam, ze cykl publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe mgr Oliwii
Metryk'i oraz ich opis spetniajg wymagania stawiane przez obowigzujgce prawo osobom ubiegajacym sie o
stopien doktora.
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4. Ocena merytoryczna

Pierwszy, trzydziestoszesciostronicowy rozdziat pracy doktorskiej zatytutowany ,Autoreferat rozprawy”
obejmuje nastepujgce podrozdziaty: wprowadzenie, cel pracy doktorskiej, materiaty i metody, wyniki i
dyskusja wynikéw oraz literature i Zrddta internetowe. Wprowadzenie to opis tematyki przedmiotu
wprowadzajacy czytelnika w zakres prowadzonych badan. Doktorantka precyzyjnie przedstawia
najwazniejsze zagadnienia dotyczace nanotechnologii i produkcji nanomateriatéw oraz ich unikalnych
wtasciwosci. Koncentruje sie na omdwieniu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nanoczgstek metali i ich
zagrozeniu dla mikroorganizmdéw srodowiskowych w przypadku niekontrolowanego uwalniania do
srodowiska. Istotny element wprowadzenia czytelnika w tematyke podejmowanych badand stanowi
omédwienie mechanizmdéw dziatania nanoczgstek na bazie metali na mikroorganizmy (bakterie).

W mojej ocenie zaprezentowany przeglad literatury stanowi logiczng i spdjng catos¢. Przedstawione
podstawy teoretyczne sg bardzo dobrym wprowadzeniem do ,celu pracy”, ktérym byta wieloaspektowa
analiza mechanizméw indukgji stresu oksydacyjnego w komaérkach bakterii: Escherichia coli (ATCC® 25922™),
Bacillus cereus (ATCC® 11778™) i Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™), eksponowanych na dziatanie
nanoczgstek metalicznych: Ag-NPs, Cu-NPs, TiO;-NPs i ZnO-NPs.

Doktorantka postawita cztery hipotezy badawcze:

1. NPs wplywajg na dziatanie bakteryjnych antyoksydantow.

2. NPs wptywajg na poziom ekspresji genow stresu oksydacyjnego.

3. NPs modyfikujg aktywnos¢ oddechowa komérek bakteryjnych

4. NPs oddziatujg z ostonami zewnetrznymi bakterii i powodujg zmiany morfologiczne komdrek.

Na weryfikacje, stusznie postawionych hipotez badawczych pozwolity zrealizowane zadania badawcze, jak

ponizej, oraz otrzymane wyniki badan.

1. Woyznaczono wskazniki toksycznosci NPs wzgledem badanych szczepow bakterii,

2. Zbadano role NPs w indukg;ji stresu oksydacyjnego w komdrkach bakterii,

3. Przeprowadzono analize genotoksycznosci NPs, ;

4. Okreslono zmiany w metabolizmie oddechowym bakterii oraz w strukturze i wtasciwosciach bfony
komarkowej,

5. Zobrazowano komorki bakterii eksponowane na NPs z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM-EDS).

Schemat ukfadu eksperymentalnego obrazujacy etapy realizacji poszczegdlnych zadan badawczych i

wykonane analizy zamieszczono na koncu tego podrozdziatu.

W mojej opinii cel badan oraz hipotezy badawcze zostaty poprawnie postawione. Hipotezy badawcze zostaty

zweryfikowane w logicznie zaplanowanych i konsekwentnie realizowanych zadaniach badawczych. Do

realizacji postawionego celu i weryfikacji hipotez badawczych mgr Oliwia Metryka wykorzystata szereg metod

badawczych stosowanych w mikrobiologii, biochemii i biologii molekularnej, ktére w sposob syntetyczny

przedstawiono w podrozdziale ,Materiaty i metody”. W poszczegdlnych artykutach naukowych w sposob

szczegdtowy oméwiono metody i procedury przeprowadzonych badan.

W podrozdziale ,Wyniki i dyskusja wynikow” Doktorantka opisuje w sposob syntetyczny rezultaty badan

przedstawione w poszczegolnych artykutach naukowych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.
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Uzyskane wyniki wykazuja, ze analizowane nanoczastki, w zaleznosci od typu i zastosowanej dawki indukuja
stres oksydacyjny oraz wptywajg na funkcjonowanie uktadu antyoksydacyjnego w komoérkach traktowanych
bakterii. Powodujg zmiany w profilach transkrypcyjnych i antyoksydacyjnych oraz strukturze i wiasciwosciach
oston komérkowych a takie metabolizmie oddechowym bakterii traktowanych NPs. Rezultaty badan zostaty
bardzo dobrze uzasadnione i porownane z danymi z literatury. Dyskusja jest rzeczowym omdwieniem
wynikow z rownoczesnym wykorzystaniem w ich interpretacji wynikéw innych badaczy. Rozdziat ten
dokumentuje dojrzatos¢ naukowa Doktorantki i pokazuje, ze Pani Magister swobodnie porusza sie w
Swiatowe] literaturze dotyczacej tematyki badawczej. Doktorantka zebrata bogate pismiennictwo, w ktdrym
W mojej ocenie, znajdujg sie wszystkie wazne publikacje dotyczace zakresu badan Doktorantki, ktore ukazaty
sie wciggu ostatnich dziesieciu lat. Zebrang literature umiejetnie wykorzystata.

Przeprowadzone badania zaowocowaty duzj iloscig wynikow, ktére Pani mgr Oliwia Metryka opublikowata
w trzech artykutach naukowych (rozdziat 1l ,Publikacje wchodzgace w skfad rozprawy”) , w
miedzynarodowych czasopismach, posiadajacych wspotczynnik wptywu (IF) w zakresie od 5,6 do 13,8. Wyniki
sg zaprezentowane w poszczegdlnych publikacjach w sposéb czytelny i przejrzysty. S starannie opracowane,
dobrze zilustrowane i dostosowane do wymagan czasopism. Wyniki zostaty poprawnie opracowane pod
wzgledem statystycznym. Doktorantka udowodnita, ze posiada ogolng wiedze teoretyczng do wtasciwej
oceny otrzymanych wynikéw badan. Nabyta tez umiejetnos¢ syntetycznego opisania problematyki badawczej
zaprezentowanej w zbiorze publikacji, przedstawionych jako rozprawa doktorska.

Kolejny (lll) rozdziat rozprawy stanowig ,Wnioski”, bedace odzwierciedleniem otrzymanych wynikdw.
Doktorantka sformutowata dziesie¢ trafnych wnioskéw, co pokazuje zdolnos$¢ Doktorantki do syntetycznego
ujecia rezultatow pracy.

Najwazniejsze osiggniecia

Koncepcja badan oraz szeroki wachlarz metod badawczych umozliwity osiggniecie wielu cennych i
wartoéciowych wynikow, ktére poszerzyty dotychczasowy stan wiedzy na temat mechanizméw dziatania i
toksycznosci nanoczastek na bazie metali wobec komdrek bakteryjnych.

Za najwazniejsze rezultaty rozprawy uwazam:

1. Potwierdzenie, ze indukcja stresu oksydacyjnego i generowanie reaktywnych form tlenu (RTF) przez
NPs w komdrkach bakterii jest podstawowym mechanizmem ich dziatania, przy jednoczesnym
wykazaniu, ze poszczegdlne NPs generujg rozne RTF w traktowanych komdrkach.

2. Wykazanie, ze stres oksydacyjny generowany w komérkach bakteryjnych poddanych dziataniu
nanoczastek powoduje zmiany w aktywnosci enzymow systemu antyoksydacyjnego i poziomu
zredukowanego glutationu, zwieksza poziom peroksydacji lipiddw i utleniania biatek oraz zaburza
aktywnos¢ dehydrogenaz, obniza aktywnos$¢ ATPazy i poziom ATP. Zmiany te zalezg od typu
nanoczastki, zastosowanej dawki i testowanego szczepu bakterii.

3. Wykazanie, ze poszczegolne nanoczastki i ich stezenie w rézny sposob wptywaty na poziom ekspresji
wybranych gendw stresu oksydacyjnego i ze byt on skorelowany z aktywnoscig kodowanych przez
nie biatek.

4. Wykazanie zrdznicowanego oddziatywania poszczegdélnych nanoczastek na ostony komdrkowe
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, w tym na przepuszczalnos¢ btony komadrkowej i wyciek
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zawartosci komarki, a szczegélnie na skfad i udziat procentowy kwaséw ttuszczowych w btonie

komarkowej oraz rozmieszczenie NPsnna powierzchni komdrek bakteryjnych.

Podsumowujgc ocene merytoryczng, stwierdzam, ze Pani mgr Oliwia Metryka uzyskata wiele cennych
wynikow poszerzajgcych stan wiedzy w dyscyplinie nauki biologiczne.

Wyniki te wpisujg sie w swiatowg dyskusje nad toksycznym dziataniem nanoczastek na bazie metali wobec
bakterii i ich potencjatem aplikacyjnym, ale i zagrozeniem wobec mikroorganizmow niebedacych celem ich
dziatania. Oceniajac zbior trzech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow naukowych oraz ich
opis, stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng w reprezentowanej dyscyplinie, posiadta
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Publikacje oryginalne sg spdjne i wzajemnie sie uzupetniajg. Dysertacje
doktorska mgr Oliwii Metryki uwazam za wartosciowg prace eksperymentalng, stanowigcg oryginalne
rozwigzanie postawionego problemu badawczego. Wnosi ona do nauki istotne informacje poszerzajgce stan
wiedzy w zakresie toksycznego dziatania nanoczgstek na bazie metali wobec komdérek prokariotycznych.

Doktorantka nie unikneta drobnych bteddw jak np. na stronie 13 w pkt. 1.3.5. ,, fluorescamina” zamiast
»fluoreskamina” lub w publikacji I, gdzie na Schemacie 8 nanoczgstki Ag i ZnO majg wielko$¢ >100 i >50 nm
zamiast ponizej tych wartosci, jak opisano w tekscie. W publikacji | podano rowniez zakres stezenia
nanoczastek do wyznaczenia MIC, MBC i ICsp od 0-1200, a w opisie (autoreferacie rozprawy) od 0,1-1500
mg/L. Wszystkie wymienione uwagi majg charakter edytorski i nie wptywaj na wartos¢ rozprawy.

Cennym uzupetnieniem bytoby dotgczenie na koncu dysertacji CV naukowego, ktére uwidocznitoby,
poza pracami stanowigcymi podstawe pracy doktorskiej, inng aktywnosé naukowg Doktorantki jak np.
pozostate publikacje, wystapienia konferencyjne itp. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania
przeprowadzono w ramach pozyskanego przez Doktorantke z NCN grantu Preludium.

Podczas czytania i analizy rozprawy nasunety mi sie pytania, ktore chciatabym zadac Doktorantce

podczas obrony rozprawy doktorskiej, ktére przedstawiam ponizej:

1. Czym Doktorantka kierowata sie przy wyborze szczepow bakterii do badar toksycznosci nanoczgstek?

2. Czyznane byty lub zostaty oznaczone inne wtasciwosci fizyko-chemiczne zastosowanych nanoczgstek,
poza ich wielkoscig?

3. Cojakg wartosc (krotnosc) zmieniato sie stezenie nanoczgstek przy oznaczeniach MIC i MBC?

4. Czy dziatanie nanoczgstek metali/ tlenkéw metali na komaorki grzybow jest odmienne od tego wobec
komorek prokariotycznych?

5. Metoda wyznaczenia MIC, a nastepnie MBC nanoczgstek opisana w publikacji | jest niejasna. W
publikacji podano, ze MIC wyznaczono stosujgc metode rozcierdczeniowq opisang przez Wiegand et
al. 2008, ktora jest opisem standardowej metody rekomendowanej przez CLSI, w ktdrej MIC wyznacza
sie jako najnizsze stezenie, w ktdrym prowadzqc obserwacje wizualng nie stwierdza sie wystepowania
zmetnienia/osadu komérek w studzience/probéwce w zaleznosci czy zastosowana metoda jest mikro-
czy makro-rozciericzeniowq. W metodzie tej wykonuje sie zazwyczaj serie dwukrotnych rozciericzer
testowanego czynnika przeciwdrobnoustrojowego w podfozu pfynnym i dodaje zawiesine bakterii o
okreslonym stezeniu by uzyskac stezenie koricowe rzedu 10° cfu/mL. W publikacji nie podano
ilokrotnie rozciericzano nanoczgstki w badaniach, jakie byfo steZenie bakterii w probie ani jak je
ustalano. Natomiast MBC czyli dziatanie bojcze to dziatanie, w ktorym nastepuje redukcja co najmniej
o dwa rzedy wielkosci, co sie przekfada na 99.0% redukcji liczebnosci komdrek po wysiewie na ptytki

5



¥

UNIWERSYTET
MIKOEAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

z agarem. Zatem sposob wyznaczenie MIC w publikacji wydaje sie by¢ zmodyfikowany. Prosze o
wyjasnienie.

6. Ocena korncowa

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Oliwii Metryki pt.: ,Indukcja stresu
oksydacyjnego w komadrkach bakterii przez wybrane nanoczgstki metaliczne oraz jego zwigzek z aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg” spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018 poz. 1668 — tekst ujednolicony).
Doktorantka opanowata warsztat badawczy z zakresu mikrobiologii, biochemii i biologii molekularnej.
Udowodnita, ze potrafi rozwigzywac problemy naukowe i posiada teoretyczng wiedze w zakresie
mikrobiologii. Pokazata, ze ma umiejetno$¢ opracowania, interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikow z
wynika;mi dostepnymi w obszernej literaturze o zasiegu miedzynarodowym. Ponadto, w cyklu artykutéw
naukowych zaprezentowata bardzo dobrg znajomos¢ problematyki badawczej, stanowigcej rozprawe
doktorska. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Oliwii Metryki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowa tej pracy sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy
stosowng nagroda.
Whniosek o wyrdznienie uzasadniajg: wysoka wartos¢ naukowa rozprawy doktorskiej, szeroki zakres
wykonanych badan, aktualno$¢ podjetej problematyki badawczej, umiejetne wykorzystanie nowoczesnych
technik badawczych oraz opublikowanie zbioru artykutdéw naukowych w wysoko punktowanych
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miedzynarodowych i uznanych czasopismach naukowych.



