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Wroctaw, 08 czerwca 2026 r.
Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Agnieszki Kruszewskiej-Naczk

,Genetyczne podstawy odpowiedzi bakterii na przeciwbakteryjne swiatto

niebieskie: implikacje dla bezpieczeristwa i rozwoju opornosci”.

Rozprawa doktorska mgr Beaty Agnieszki Kruszewskiej-Naczk zostata przygotowana
na Miedzyuczelnianym Woydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem dr. hab. Mariusza
Grinholca, prof. UG, oraz promotorki pomocniczej dr Aleksandry Rapackiej-
Zdonczyk. Praca zostata przedstawiona w formie cyklu pieciu powigzanych
tematycznie publikacji, z ktérych jedna ma charakter przeglagdowy, natomiast cztery
pozostate zawierajg wyniki badan eksperymentalnych stanowigcych zasadniczy

trzon rozprawy.

Tematyka podjeta przez Doktorantke jest bardzo aktualna i istotna, poniewaz
dotyczy jednego z najwazniejszych wspdtczesnych probleméw biomedycyny i
mikrobiologii, jakim jest poszukiwanie nowych metod zwalczania drobnoustrojow
w obliczu narastajgcej opornosci na antybiotyki. Przeciwbakteryjne s$wiatto
niebieskie, okreslane jako aBL, nalezy do szczegdlnie interesujgcych strategii

a alternatywnych, gdyz dziata bez koniecznosci stosowania dodatkowego

w fotouczulacza i moze znalez¢ zastosowanie zaréwno w medycynie, jak i w obszarze

UNITE! | Rt bezpieczenstwa zywnosci.
CESAE R Doktorantka sformutowata hipoteze, zgodnie z ktérg odpowiedz bakterii na aBL jest
T ooy aod nhed vic o iartio procesem ztozonym, warunkowanym przez liczne geny zaangazowane m.in. w

naprawe DNA, odpowied?Z na stres oksydacyjny oraz utrzymanie integralnosci bton

komérkowych. Gtéwnym celem rozprawy byto zidentyfikowanie gendéw
‘r niezbednych do odpowiedzi bakterii na aBL, okreslenie ich roli w mechanizmach

ochronnych komérki oraz ocena ich znaczenia w kontekscie potencjalnego rozwoju

tolerancji i opornosci.
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jest spdjna tematycznie i dobrze osadzona w aktualnym stanie wiedzy, a jej
konstrukcja pokazuje dojrzato$é naukowg Doktorantki.

Najwazniejszym osiggnieciem pracy jest identyfikacja 64 gendéw ochronnych
zaangazowanych w odpowiedz Escherichia coli na dziatanie przeciwbakteryjnego
Swiatta niebieskiego o dtugosciach fal 409 i 415 nm, uzyskana na podstawie
przesiewu kolekcji mutantéw Keio. Wynik ten ma istotne znaczenie poznawcze,
poniewaz wskazuje, ze odpowiedz bakterii na aBL nie opiera sie na pojedynczym
mechanizmie obronnym, lecz ma charakter wieloczynnikowy i obejmuje ztozonag
sie¢ proceséw komérkowych zwigzanych z metabolizmem, regulacjg, odpowiedzig

na stres, naprawg DNA oraz funkcjonowaniem bton komdérkowych.

Szczegdlnie interesujgca jest obserwacja, ze znaczna czes$¢ zidentyfikowanych
gendw koduje produkty zwigzane z bftonami komodrkowymi i strukturami
powierzchniowymi bakterii. Wskazuje to, ze btony komérkowe petnig nie tylko
funkcje biernej bariery, ale stanowig aktywny i istotny element ochrony komaorki
przed uszkodzeniami indukowanymi przez aBL.

Wysoko oceniam rowniez przeprowadzenie dodatkowych doswiadczen dla
wybranych mutantéw. Tego rodzaju walidacja znaczgco wzmacnia wiarygodnos$é
uzyskanych wynikéw, a wykazane przywrdécenie fenotypu typu dzikiego lub nawet
obnizenie wrazliwosci na aBL po komplementacji stanowi mocny argument

potwierdzajacy ochronng role analizowanych gendw.

Drugim waznym osiggnieciem rozprawy jest wykazanie, ze mechanizm dziatania aBL
ma charakter wielosktadnikowy. Badania z zastosowaniem pojedynczych stresoréw,
takich jak nadtlenek wodoru, anion ponadtlenkowy, rodniki hydroksylowe, stres
btonowy czy stres kwasny, pozwolity pokaza¢, ze choé wiele mutantéw wykazuje
wrazliwo$¢ na wybrane czynniki, to nie istnieje prosta zaleznos¢ miedzy tg
wrazliwoscig a podatnoscig na samo aBL. Oznacza to, ze przeciwdrobnoustrojowe
dziatanie swiatfa niebieskiego wynika z naktadania sie kilku rodzajéw uszkodzen i

odpowiedzi stresowych, a nie z dominacji jednego pojedynczego mechanizmu.

Za bardzo cenny element pracy uwazam rowniez cze$¢ poswiecong analizie
ekspresji gendéw po ekspozycji na aBL. Doktorantka wykazata, ze gen ihfB
charakteryzuje sie stabilnym poziomem ekspresji po naswietlaniu przy 409i 415 nm,

dzieki czemu moze stanowié uzyteczny gen referencyjny dla dalszych analiz gPCR.
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Ponadto stwierdzono wzrost ekspresji wybranych gendéw, takich jak dacA, fabH,
rbfA, umuD oraz yihE, co dostarcza dodatkowych informacji o molekularnej
odpowiedzi komdrek bakteryjnych na $wiatto niebieskie i pokazuje, ze zalezy ona od

parametréw naswietlania.

Na uwage zastuguje rowniez aplikacyjny wymiar rozprawy. W czesci dotyczacej
bezpieczenstwa stosowania aBL w sektorze spozywczym Doktorantka wykazata, ze
mozliwe jest wyselekcjonowanie populacji tolerancyjnych na aBL i ciepto, jednak nie
towarzyszy temu wzrost opornosci na antybiotyki. Jednoczesnie wykazano
mozliwos¢ wystepowania tolerancji krzyzowej pomiedzy aBL i temperaturg, co ma
istotne znaczenie praktyczne przy planowaniu procedur dekontaminacyjnych i

ocenie bezpieczenstwa dtugotrwatego stosowania tej metody.

Do mocnych stron rozprawy nalezy zaliczy¢ takze wifasciwie sformutowane cele
badawcze, dobrze dobrane metody eksperymentalne oraz umiejetne potgczenie
badan przesiewowych, walidacyjnych, molekularnych i aplikacyjnych. Na
podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze praca opiera sie na publikacjach
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych, co dodatkowo

potwierdza wartos¢ i dojrzatosé przedstawionych wynikéw.

Pomimo wysokiej oceny rozprawy nalezy jednak wskaza¢ kilka kwestii, ktdre warto
poddac¢ dyskusji podczas obrony. Po pierwsze, zasadnicza cze$¢ badan zostata
przeprowadzona na modelowym szczepie E. coli BW25113, co ogranicza mozliwosé
bezposredniego uogdlnienia uzyskanych wynikdw na inne gatunki bakterii, w tym
na patogeny klinicznie szczegdlnie istotne. Réznice w budowie bton komadrkowych,
metabolizmie oraz zawartosci endogennych chromoforéw mogg bowiem wptywaé

na odmienng odpowiedzZ poszczegdlnych drobnoustrojéw na aBL.

Po drugie, zastosowana kolekcja mutantéw obejmuje wytgcznie geny nieesencjalne,
a zatem przedstawiona analiza, cho¢ bardzo szeroka, nie daje petnego obrazu
wszystkich mozliwych mechanizmoéw ochronnych zaangazowanych w odpowiedz na
aBL. Nie mozna wykluczyé, ze istotng role odgrywajg réwniez geny esencjalne,

ktorych wptywu nie dato sie ocenic przy zastosowanej strategii badawcze;j.

Po trzecie, interpretacja doswiadczen z pojedynczymi stresorami wymaga pewnej
ostroznosci. Chociaz eksperymenty te zostaty poprawnie zaplanowane i wnoszg

wartosciowe informacje, to jednak nie odzwierciedlajg w petni rzeczywistych
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warunkéw generacji reaktywnych form tlenu podczas naswietlania aBL, kiedy
uszkodzenia powstajg lokalnie, dynamicznie i w wyniku wspoétdziatania wielu

czynnikow.

Po czwarte, poniewaz rozprawa zostata przedstawiona w formie cyklu publikacji
wieloautorskich, korzystne bytoby jeszcze petniejsze syntetyczne wyeksponowanie
najbardziej samodzielnego wktadu Doktorantki w przygotowanie koncepcji badan,
analize wynikéw oraz interpretacje danych. Nalezy jednak podkresli¢, ze zataczone
os$wiadczenia wspoétautoréw wskazujg na znaczacy udziat Doktorantki w realizacji

prac stanowigcych podstawe rozprawy.
W zwigzku z powyzszym chciatabym skierowa¢ do Doktorantki nastepujgce pytania:

1. W jakim stopniu wyniki uzyskane dla E. coli BW25113 mozna odnies¢ do
innych gatunkdéw bakterii, zwtaszcza patogendw klinicznych?

2. Czy sposrdd 64 zidentyfikowanych gendw mozna wskazaé grupe kluczowych

czynnikéw wrazliwosci na aBL?

3. Jak nalezy interpretowaé brak korelacji miedzy wrazliwoscia na aBL a

wrazliwoscig na pojedyncze stresory generowane przez aBL?

4. Jakie znaczenie biologiczne ma fakt, ze tylko cze$¢ gendéw ochronnych

wykazywata zwiekszong ekspresje po naswietlaniu?

5. Dlaczego do analiz poréwnawczych wybrano dtugosci fal doktadnie 409 i
415nm?
6. Czy gen ihfB moze by¢ uznany za uniwersalny gen referencyjny takze dla

innych warunkdéw ekspozycji i innych szczepéw bakterii?

7. Czy wyniki dotyczgce gendw zwigzanych z btonami komérkowymi pozwalajg
uznaé btone i struktury powierzchniowe za gtéwne cele uszkodzen indukowanych

przez aBL?

8. Jakag role przypisuje Pani przemianom energetycznym i produkcji ATP w

ochronie bakterii przed aBL?
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0. Czy obserwowana tolerancja na aBL i ciepto moze, w dtuzszej perspektywie
czasu, prowadzi¢ do trwalszej adaptacji?

10. Jakie znaczenie ma wybrane Zrédto Swiatta : czy istniejg przestanki, ze
bakterie zachowywatby sie inaczej pod wptywem naswietlania lampami

wyposazonymi odpowiednimi filtrami a diodami laserowymi?

11. Jakie dalsze badania uwaza Pani za najwazniejsze dla rozwoju tego kierunku

prac?

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Beaty Agnieszki Kruszewskiej-Naczk
stanowi oryginalne i wartosciowe osiggniecie naukowe. Praca wnosi nowa wiedze
do badan nad genetycznymi podstawami odpowiedzi bakterii na przeciwbakteryjne
Swiatto niebieskie oraz nad bezpieczeristwem stosowania tej metody jako
alternatywy dla antybiotykow. Rozprawa jest spdjna, dobrze udokumentowana i
merytorycznie dojrzata, a przedstawione wyniki majg zaréwno znaczenie

poznawcze, jak i wyrazny potencjat aplikacyjny.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa spefnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w obowigzujgcych przepisach, i wnosze o dopuszczenie mgr

Beaty Agnieszki Kruszewskiej-Naczk do publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.
Z powazeniem,

Katarzyna Matczyszyn



