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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Anny Mielko pt.: ,,Badania metabolomiczne bakterii
Pseudomonas aeruginosa” przedstawionej Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej w celu uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne

Uwagi og6lne

Pani mgr inz. Karolina Anna Mielko wykonala prac¢ doktorska pod opieka dwoch
promotoréw: prof. dr hab. Piotra Mtynarza z Katedry Biochemii, Biologii Molekularne;j
i Biotechnologii, = Dziekana ~ Wydzialu = Chemicznego  Politechniki ~ Wroctawskiej
oraz prof. dr hab. inz. Marcina Lukaszewicza, Kierownika Zakladu Biotransformacji
z Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Tematyka recenzowanej pracy
miesci sig WV zakresierprac badawczych prowadzonych w Zespole prof. prof. dr hab. Piotra
Mtynarza dotyczy wykorzystania spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
w szerokopojetej bioanalityce oraz w zakresie obszarow badawczych realizowanych przez
Grupg Badawcza prof. dr hab. inz. Marcina FPukaszewicza z zakresu biotechnologii,
mikrobiologii, mikrobiologii przemyslowej, mikologii i biologii molekularnej. Praca
doktorska Pani mgr inz. Karoliny Anny Mielko wpisuje si¢ w nurt badan zwigzanych
z aktualnym problemem narastajacej lekoopornosci mikroorganizmoéw o znaczeniu
klinicznym, poszukiwaniem nowych metod analitycznych stosowanych do charakterystyki
przemian metabolicznych bakterii, profili molekularnych. Obiekt badawczy jakim jest Gram-
ujemna paleczka ropy biekitne] jest odpowiednim modelem badawczym to podjegcia tej
tematyki.

Recenzowana rozprawa doktorska jest wynikiem czterech, recenzowanych prac
badawczych opublikowanych w czterech czasopismach naukowych z listy JCR o zasiggu
migdzynarodowym, charakteryzujacych si¢ dobrym wspotczynnikiem oddziatywania IF
(sumaryczny IF = 16,716, Suma punktéw ministerialnych (PM) = 450). Pierwsza praca
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opublikowana na tamach World Journal of Microbiology and Biotechnology (IF = 2,477, PM
= 70) jest praca przegladowa, za§ pozostale trzy opublikowane w czasopismach: Scientific
Reports (IF = 4,380, PM = 140), Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
(IF = 3,935, PM = 100) oraz International Journal of Molecular Science (IF = 5,924, PM =
140) sa oryginalnymi pracami badawczymi. Aktualny wskaznik Hirscha Doktorantki wynosi
4 (baza Web of Science, 01 wrzesien 2022r.). Warto podkresli¢, iz we wszystkich czterech
wymienionych pracach, stanowiacych cykl badawczy dysertacji, Doktorantka jest pierwszym
Autorem. Ponadto, Doktorantka w ramach realizacji pracy. doktorskiej dodatkowo
opublikowata 11 prac, nie wchodzacych w cykl dysertacji.

Po lekturze przedlozonej do oceny dysertacji, recenzent zyskal szanse na poznanie
sposobu myslenia, wybranych drég realizacji poszczegdlnych etapow pracy oraz podejScia
do uzyskanych wynikdw i ich interpretacji, przektadajacq si¢ na ogdlng wiedzg¢ Doktorantki,
co w przypadku analiz przy wykorzystaniu technik spektroskopowych takich jak
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego nie jest tatwe. Ten aspekt pracy oceniam
wysoko, gdyz dysertacja zostata przygotowana z nalezyta starannoscia i stanowi dobry punkt
wyjscia do dalszego rozwoju naukowego Doktorantki.

W ramach przedstawianej pracy doktorskiej przeprowadzono badania obejmujace
wykorzystanie spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego w charakterystyce

metobolomicznej bakterii, w szczegdlnosci Pseudomonas aeruginosa.
Ocena formalna i merytoryczna pracy

Oceniana rozprawa doktorska bazuje na cyklu czterech prac, przedstawiona w formie
zawierajacej wszystkie niezbedne elementy pracy naukowej. Tytul przedstawionej rozprawy
jest poprawnie zdefiniowany i odpowiada stawianemu celowi oraz uzyskanym wynikom
badan. Praca jest dobrze ustrukturyzowana w ramach okresSlonego tematem pracy
zagadnienia. Jest obszerna, obejmuje 121 stron tekstu i sktada sie z: wykazu stosowanych
skrotow, streszczenia w wersji polskiej oraz angielskiej, wprowadzenia podzielonego na piec¢
podrozdziatléw, celu pracy, metodologii podzielonej na cztery podrozdzialy, bibliografii

(czesc literaturowa).
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Czgsc¢ literaturowa rozprawy doktorskiej stanowi tacznie 37 stron. Do jej opracowania
Doktorantka wykorzystata 75 pozycji Zrodet literaturowych dotyczacych roznych aspektow
omawianego tematu pracy, gléwnie artykuléw naukowych i monografii. Dobdr literatury
wykorzystanej przy napisaniu pracy jest uzasadniony merytorycznie i §wiadczy o dobrym
rozeznaniu Doktorantki w podejmowanej problematyce badawczej, dobrej wiedzy
teoretycznej z zakresu nauk chemicznych.

Czes¢ rozprawy doktorskiej stanowigcej cykl czterech prac z zakresu wykorzystania
NMR w charakterystyce metabolomicznej pateczki ropy ble;kitnej zostat poprzedzony
o$wiadczeniem wspodtautora, Kandydata do stopnia doktora o wkiadzie merytorycznym
w przedstawionych publikacjach, przedtozonych Radzie Dyscypliny Naukowej: nauki
chemiczne Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Zatozenie formy
oswiadczenia, w ktorej to Kandydat do stopnia doktora deklaruje wklad merytoryczny
w powstale publikacje, niepoprzedzone przez o$wiadczenia innych wspotautorow, jest
inspirujace. Na podstawie wskazanego przez Doktorantke dominujacego udziatu
merytorycznego w powstanie przedmiotowych prac stanowigcych cykl publikacyjny
dysertacji, oceniam wysoko umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Pani
mgr inz. Karolina Anna Mielko zgromadzita i dokonala analizy literatury, niezbednej
do opracowania pracy przegladowej. W pracach eksperymentalnych Doktorantka,
wspotuczestniczyla w procesach koncepcyjnych, planowaniu i realizacji eksperymentow.
W szczegolnosci, Doktorantka byta odpowiedzialna za wykonanie pomiaréw NMR, hodowle
mikrobiologiczna oraz analizy statystyczne oraz chemometryczne uzyskanych danych
pomiarowych. W kazdej z prac przygotowywala pierwsze wersje manuskryptow, - przeglad
literaturowy 1 przeprowadzala prace edytorskie. Na podkreslenie zastuguje wkiad
objetosciowy pracy czesci eksperymentalnej. Cze$¢ eksperymentalna stanowi blisko 70%
objgtosci rozprawy doktorskiej. Kazda z przedmiotowych publikacji zostata opatrzona przez
Doktorantke skrotowym omowieniem publikacji. Zwieficzeniem cze$ci eksperymentalnej jest
rozdzial 6 ,,Podsumowanie i wnioski”. W moim odczuciu zbytnio uogélniony i niekrytyczny,
np. ktéra z przebadanych metod dezintegracji jest najodpowiedniejsza do badan
spektroskopowych? Jakie warunki brzegowe winny by¢ spetnione, aby postawi¢ taki wniosek,
np. uwzgledniajac  selektywno$¢  stosowanych  rozpuszczalnych do  ekstrakcji

niskoczasteczkowych zwiazkow z lizatu bakteryjnego i ograniczenia wynikajace z np. granic
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detekcji NMR? Ktore ze zidentyfikowanych metabolitow pateczki ropy biekitnej nie sa
artefaktami?

Na koniec pracy doktorskiej zostat dotaczony dorobek naukowy Pani mgr inz. Karoli Anny
Mielko obejmujacy: 4 publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, 11 publikacji nie
bedacych czescia rozprawy doktorskiej, zestawienie udziatu Doktorantki w konferencjach
o zasiggu krajowym 1 miedzynarodowym, na ktorych to wyniki swoich prac zostaty
zaprezentowane zarowno w formie ,,prezentacji ustnych” oraz ,,prezentacji plakatowych”.
Doktorantka podczas swojej aktywnosci odbyta 2 staze naukowe oraz zdobyta 5 stypendiow
oraz 2 nagrody. Na pierwszej stronie dysertacji oraz w podzigkowaniach przedmiotowych
publikacji znajduje si¢ informacja, iz badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej
byly realizowane w ramach réznych projektow, np. wspotfinansowane przez Europejski
Fundusz Spoleczny. Informacje te nie zostaly zawarte w dorobku naukowym Doktorantki.
Dlaczego?

Praca napisana jest poprawnym jezykiem naukowym w sposob przejrzysty,
jednoznaczny i z zachowaniem spojnosci wypowiedzi. Trafnie ilustrowana wykresami,
schematami i tabelami, ktére pomagaja czytelnikowi lepiej sie zorientowaé w treSci
prezentowanych wypowiedzi w tekscie.

W streszczeniu, znajdujacym si¢ na poczatku dysertacji Doktorantka w klarowny
sposob okresla aktualnos¢ i potrzebg podejmowanej w pracy tematyki badawczej, zwigzanej
z charakterystyke  metaboliczng  pateczki  ropy  bigkitnej przy  wykorzystaniu
niekonwencjonalnego podejscia jakim jest spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego. Doktorantka, w dalszej czesci streszczenia przedstawia cel dysertacji, zwarto$¢
merytoryczna prac wchodzacych w cykl dysertacji. Na uwage zashiguje ostatni akapit
streszczenia, w ktorym to Doktorantka podsumowuje ,potencial NMR jako narzedzia
do rozrozniania i identyfikacji odmiennych rodzajow bakterii” wskazujac tym samym
przyszta perspektywg rozwoju tego podejscia w analizach mikroorganizméw,
w szczegolnosci  niskoczasteczkowych  zwiazkow  ekstrahowanych z  lizatow komorek
bakteryjnych. Streszczenie daje integralne przedstawienie zasadnosci podjetego problemu
badawczego i struktury wykonanej pracy.

W czgsci literaturowej Pani mgr inz. Karolina Anna Mielko przedstawia autorski

sposob zagadnienia okreslonego tematu. W pierwszym podrozdziale Doktorantka omawia
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wlasciwoséci paleczki ropy blekitnej, z uwzglednieniem taksonomii, wystgpowania
1 chorobotworczosci oraz antybiotykoodpornosci. Doktorantka, wskazuje, iz ,,niektore szczepy
paleczki ropy blekitnej sq bardzo oporne na antybiotyki”. Z punktu widzenia problematyki
badawczej zdanie to jest kluczowe w kontekscie dalszych omawianych zagadnien. Kolejno,
Doktorantka opisuje podstawy biologii systemowej, przechodzac ptynnie do charakterystyki
metabolomiki jako obszaru badawczego stanowigcego przedmiot rozprawy doktorskiej.
Podrozdziatl 1.3. pt: ,,Techniki analityczne stosowane w metabolomice” w moim odczuciu jest
zbyt lapidarmy. Poza technikami chromatograficznymi w badaniach metabolicznych
stosowane sa rowniez techniki elektroforetyczne, np. strefowa elektroforeza kapilarna,
elektrochromatografia. Spektrometria mas, w szczegdlnosci wysokorozdzielcza czy uktady
LDI (bez ukladow separacyjnych) rowniez sa wykorzystywane w charakterystyce
metabolomicznej ukladow bakteryjnych. Jakie zdanie na ten temat ma Doktorantka?
W kolejnej czesci literaturowej dysertacji zostalty oméwione przez Doktorantke podstawowe
zagadnienia dotyczace spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego, przygotowanie
danych 'H NMR do analizy metabolomicznej, oraz postepowania analityczno-operacyjne:
korekcja linii bazowej, korekta sygnatow rezonansowych, normalizacja danych, identyfikacja
metabolitéw, analiza danych, analizy statystyczne, chemometryczne. Cze$¢ ta, zostata opisana
przez Pania mgr inz. Karoling Anng Milko z punktu widzenia eksperymentatora stosujacego
technike NMR, w badanym wariancie, z minimalizmem krytycznym. Jakie zdaniem
Doktorantki s ograniczenia stosowanego rozwigzania w analizie metabolitéw bakteryjnych,
bgdacych mieszaning na réznym poziomie stezen? Jakie wplyw na identyfikacje
1 interpretacje uzyskanych danych, w szczegolnosci w kontekscie szlakow metabolomicznych
bakterii maja ograniczenia jednowymiarowych technik NMR? (Odnoénie uzyskanych danych
eksperymentalnych). Pytania te nie zmieniajg faktu, ze przedstawiony do recenzji wstep
literaturowy jest dobrym wprowadzeniem do podejmowanej w pracy tematyki badawczej
tworzac szerokie kompetentne informacyjne tto dla badan eksperymentalnych i §wiadczy
o dokonanej przez Doktoranta rzetelnej analizy doniesien literaturowych, w obrebie
stosowanego podejscia w omawianym obszarze badawczym.

W kolejnej czegsci pracy zostat sformutowany cel i glowne zadania badawcze pracy
doktorskiej. Celem nadrzednym rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Anny Mielko

bylo ,,zastosowanie badan metabolomicznych do charakterystyki réznych szczepéw Gram-
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ujemnej bakterii Pseudomonas aeruginosa”. Doktorantka winna zaznaczy¢, za pomoca
jakiego podejscia, gdyz zastosowanie techniki NMR w charakterystyce metabolitow pateczki
ropy bigkitnej jest niekonwencjonalne i przez to $wiadczy o oryginalnosci przedsiewzietego
rozwiazania w konteks$cie stawianego problemu badawczego.

Zgodnie z wytycznymi z 2022r. Rady Doskonato$ci Naukowej dot. warunkow
stawianym rozprawom doktorskim odnosnie oceny i uzasadniania wiedzy ogolnej Kandydata
do stopnia doktora, umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz
oryginalnosci rozwigzania w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badan naukowych
w sferze gospodarczej lub spoteczne] sprecyzowanie podejscia analitycznego jest kluczowe.
W mojej ocenie, zastosowanie techniki NMR do charakterystyki metabolicznej bakterii
o znaczeniu klinicznym spetnia wymogi oryginalnosci podejscia analitycznego.

W dalszej czesci pracy Doktoranta opisuje stosowana metodologie, uwzgledniajac
»Bakterie wykorzystane do eksperymentow”, izolowane od pacjentdéw chorych
na mukowiscydozeg i ze ,,Srodowiska”. Jaka byta motywacja wyboru zrodla izolacji przez
Doktorantke? W dalszej czesci zostaly przedstawione pozostate mikroorganizmy, procedury
hodowli oraz metody przygotowania probek do pomiarow (ekstrakcja). Czym byt
podykotowany wybor podioza hodowlanego oraz ekstrahenta woda : metanol : chloroform
(5:5:8 v/v?). W pracy zalaczonej w rozdziale 5.3. stosowana byla mieszanina
rozpuszczalnikow metanol : woda (1:1 v/v). Dlaczego juz nie chloroform?

Prace stanowiace cykl czterech publikacji, byly juz recenzowane przez ekspertow
dziedzinowych. Cykl publikacyjny jest spdjny i proponowane podejScie analityczne
w charakterystyce metabolomicznej pateczki ropy biekinej jest oryginalne. Praca przegladowa
dotyczy mozliwosci aplikacyjnych metabolomiki, ze wskazaniem krytycznego podejscia
jakim jest konieczno$¢ rozbudowy i dalszych prac nad bazami danych z mozliwoscig
komplementaryzacji repozytoriow z innymi technikami analitycznymi w tym spektrometrig
mas. Jakie jest zdanie Doktorantki na temat wielowymiarowych technik, uwzgledniajac
ortogonalno$¢ analityczna, ograniczenia techniczne stosowanego rozwigzania (LOD,

selektywnosc, rozdzielczosc) w analizie metabolitow bakteryjnych?
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Prace eksperymentalne dotycza wykorzystania protonowej spektroskopii jadrowego
rezonansu magnetycznego w analizie ekstrahowanych metabolitow pateczki ropy bigkitnej
(Rozdz. 5.3) przy wykorzystaniu 3 metod dezintegracji komorek bakteryjnych. Doktorantka
dokonata identyfikacji 42 metabolitow oraz analizy statystycznej porownujac metabolity
pateczki ropy bigkintej z E.coli, K pneumoniae, E.faecalis, B.cereus i C.glutamicum.
Zastosowane podejScie umozliwito identyfikacje i wskazanie roznicujacych metabolitow dla
paleczki ropy bilgkitnej na uzyskanym poziomie stezen [Mm]. W kolejnej pracy
przedstawiono wyniki analizy poréwnawcze]j szczepdéw pateczki rdpy blgkitnej izolowanych
zmatryc $rodowiskowych (rzeki, jeziora, owoce) oraz matryc klinicznych (plwocina).
Eacznie zidentyfikowano za pomoca MALDI TOF MS 29 szczepéw oraz - 1D 'H NMR 31
metabolitdéw. Wyniki poddano kompleksowym analizom statystycznym. W ostatniej pracy
zamykajacej cykl dysertacji przeprowadzono analizy poréwnawcze profili metabolomicznych
szczepow klinicznych izolowanych ,od dzieci chorych na mukowiscydoze” tzn.?
Stosujac 1D 'H NMR zidentyfikowano 39 metabolitow, gdzie 19 bylo wspdlnych dla
pozywki i komorek, 13 zidentyfikowano jako metabolity wewnatrzkomorkowe, 8 pozostatych
zostaty przypisane' do pozywki. Jakie jest ryzyko uzyskania artefaktow i falszywie
pozytywnych wynikow? Uzyskane dane poddano nastepnie kompleksowym analizom
statystycznym. Czy zdaniem Doktorantki uzyskana liczba metabolitow bakteryjnych
w przedmiotowych pracach jest wada czy zaleta stosowanego podejscia, np. poréwnujac
wyniki prac w analogicznym zakresie przy wykorzystaniu wysokorozdzielezych
spektrometrow mas?

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata
przygotowana w sposob staranny od strony merytorycznej i edytorskiej. Zawiera pelna
dokumentacje przeprowadzonych badan, ciekawg i rzetelng dyskusje uzyskanych wynikow
oraz wnioski. Cele pracy doktorskiej zostaly zrealizowane. Doktorantka prezentuje dobry
poziom wiedzy ogdlnej dot. dyscypliny nauk $cistych i przyrodniczych, dziedzina nauki
chemiczne, wykazuje umiejgtno$¢ samodzielnego prowadzenia interdyscyplinarnej pracy
naukowej, za$ podjete prace przy wykorzystaniu techniki NMR w analizie metabolitow
bakteryjnych stanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego.

Rozprawa doktorska spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w

art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022r.
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poz. 574 z pozi. zm.) i wnioskuj¢ o dopuszczenie Pani mgr inz. Karolina Anna Mielko
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, z uwagi na ponadprzecigtny dorobek publikacyjny oraz wysoki
potencjat aplikacyjny opracowanych metod NMR jako metod przesiewowych
i komplementarnych do konwencjonalnych metod identyfikacji bakterii i ich metabolitow,
wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauk Chemicznych Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej o wyr6znienie rozprawy doktorskie; ‘autorstwa Pani mgr inz.

Karoliny Anny Mielko.

dr hab. Pawel Piotr Pomastowski, prof. UMK
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