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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr inz. Karoliny Anny Mielko zatytutowanej ,,Badania

metabolomiczne bakterii Pseudomonas aeruginosa”

Dynamiczny rozwdj cywilizacji, prowadzi do pojawiania sie nowych, czesto trudnych wyzwar
w medycynie. Do tych wyzwan nalezg odkrywane nowe czynniki chorobotwdrcze, zjawiska
wyksztatcania sig leko- a szczegdlInie antybiotykoodpornosci, ciggle wysokie poziomy zachorowalnosci

i umieralnosci na choroby nowotworowe.

Koncepcja badan systemowych zakfada, ze skala i ztozono$¢ stosowanych narzedzi i rozwiagzan
powinna scisle odpowiadac zakresowi i stopniu skomplikowania postawionego problemu badawczego.
Procesy biologiczne to jeden z najciekawszych, najbardziej skomplikowanych i przez to najbardziej
wymagajgcych obiektéw badawczych. Dlatego w badaniach nad dynamicznymi systemami
biologicznymi niezbedna wydaje sie zmiana zainteresowan z pojedynczych czynnikéw na zwigzki
migdzy wieloma czynnikami oraz z pojedynczych parametréw na zestawy zmiennych lepiej opisujacych
rzeczywisty stan badanego uktadu biologicznego. W praktyce, oznacza to bardziej catoiciowe
spojrzenie na procesy biologiczne i rzadzace nimi reguty. Do tego celu stuzy metabolomika, ktdra jest
narzedziem dos$¢ juz powszechnie wykorzystywanym we wspdtczesnej bioanalityce a ktéra razem z

proteomiky i genomikg stanowig podstawy tzw. biologii systemowej.

Przedmiot badan niniejszej pracy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Mielko, wykonanej pod

kierunkiem prof. dr hab. Piotra Miynarza z Zaktadu Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
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Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej i prof. dr hab. inz. Marcina tukaszewicza, z Zaktadu
Biotransformaciji, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, perfekcyjnie wpisuje sig w
wyzej wymieniong problematykg i szeroko pojety obszar badawczy. Obaj Promotorzy pracy
doktorskiej, to wybitni specjalisci badzZ to chemii analitycznej w ohszarze magnetycznego rezonansu
jadrowego badZ tez biotechnologii w zakresie mikrobiologii przemystowej. Potwierdza to takzie
interdyscyplinarny charakter wykonanej pracy doktorskiej. Praca doktorska jest podsumowaniem kilku
lat badar nad zastosowaniem analiz metabolomicznych, z wykorzystaniem techniki *H NMR, do
charakteryzowania szczepow bakteryjnych i rozrézniania ich pod katem wrazliwosci na dziatanie
chemioterapeutykdw. Wyniki badari eksperymentalnych Doktorantki dotyczace bezposrednio
oceniane] dysertacji opublikowane zostaty w trzech artykutach oryginalnych w renomowanych
czasopismach naukowych z listy Journal Citation Reports (JCR): Scientific Reports, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis oraz International Journal of Molecular Sciences, a takze pracy
pogladowej w rowniez prestizowym World Journal of Microbiology and Biotechnology. Wszystkie
wyzej wymienione prace ukazaty sie w okresie od 2019 do 2021 roku. Sumaryczna wartos$¢
wspoétczynnika wptywu (Impact Factor, IF) tych publikacji wynosi 16,7. We wszystkich wyzej
wymienionych artykutach Pani mgr Karolina Mielko jest pierwszym autorem. Catkowity dorobek
publikacyjny mgr inz. Karoliny Mielko, razem z pracami stanowigcymi podstawe osiggnigcia
naukowego opisywanego w pracy doktorskiej, na dzien sktadania rozprawy doktorskiej, to w sumie 15
publikacji z czego 13 opublikowanych w prestizowych czasopismach z listy JCR o fgcznym
wspotczynniku wptywu wynoszacym ponad 62. Merytoryczny opis wktadu pracy Doktorantki, wyraznie
wskazany w Os$wiadczeniu wspdtautora, potwierdzajg istotng role oraz wiodgce zaangazowanie mgr
inz. Karoliny Mielko w realizacje badan oraz powstawanie prac. Jej zaangazowanie w badania naukowe
jak i powstawanie publikacji odnoszg sie zaréwno do etapu koncepcji i projektowania eksperymentow,
ale takze przygotowania i przeprowadzenia hodowli mikrobiologicznych, przeprowadzenia pomiaréw

'H NMR, wykonania analiz statystycznych pozyskanych danych, oraz ostatecznie pisania



manuskryptéw prac. Tak szerokie podejscie jest oczywiscie oczekiwane w przypadku doktorantéw, ale
trzeba tez przyznac, ze Pani mgr Karolina Mielko wywigzata sie z postawionych zadar znakomicie. Brata
takze udziat w licznych konferencjach naukowych podczas ktérych wygtaszata prezentacje ustne (w
sumie 15) oraz przedstawiata prezentacje plakatowe (9). Brata udzial w 3-miesiecznym stazu
badawczym na Uniwersytecie w Sienie, Wiochy. Wybitna aktywnosci naukowa Doktorantki zostata
doceniona w postaci stypendiow, w tym 3-krotnie Rektora Politechniki Wroctawskiej dla najlepszych
doktorantéw oraz nagréd Dziekana Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej i Pierwszej

Nagrody na konferencji Metabolomic Circle w 2020 roku.

Rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Mielko jest napisana w jezyku polskim i ma charakter
zbioru czterech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych. We wstepie
teoretycznym obejmujacym ok. 16 stron przedstawione sg podstawowe informacje z zakresu
charakterystyki wtasciwosci, wystepowania i chorobotworczosci bakterii pateczki ropy btekitnej
Pseudomonas aeruginosa z uwzglednieniem problematyki antybiotykoopornosci. Skrétowo omdéwiono
zagadnienia metabolomiki, obszaru biologii systemowej aktualnego trendu nowoczesne] bioanalityki
oraz bardziej szczegdtowo przedstawiono zagadnienia dotyczace spektroskopii magnetycznej
rezonansu jadrowego (NMR) w tym konkretnie przygotowania danych uzyskanych technikg *H NMR
do statystycznych i chemometrycznych analiz metabolomicznych. Nastepnie w zwiezly sposéb
przedstawiony zostat cel pracy doktorskiej z wyszczegdlnieniem konkretnych etapéw niezbednych do
osiggniecia zamierzonego celu prowadzonych badaniach a nastepnie w ramach omdwienia
metodologii szczegétowo opisano kolejne etapy prowadzenia badan. W skrétowy sposéb
przedstawione zostaty wyniki oraz wnioski stanowigc niejako podsumowanie kazdej z trzech prac
oryginalnych bedacych podstawa osiggniecia doktorskiego a w catosci zatgczonych na koricu dysertacji.
Jest to bardzo dobre podejécie, poniewaz pozwala catosciowo spojrzeé na problematyke badawczg
podejmowang w badaniach i przedstawiong w publikacjach, a takze kompleksowo ocenié efekty oraz

jakos¢ realizowanych badan. Rozprawe uzupetniajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz



skrotdw, oswiadczenie wspodtautora, kandydata do stopnia doktora oraz zestawienie dorobku

naukowego Doktorantki. Catos¢ dysertacji, wraz z cyklem publikacji to 120 stronicowe opracowanie.

Podstawowym celem przeprowadzonych w pracy badan byto wykorzystanie analiz
metabolomicznych do charakterystyki réznych szczepow bakterii Pseudomonas aeruginosa a w
konsekwencji poznanie nowych charakterystycznych szlakow biochemicznych i metabolitéw, ktére
umozliwig lepsze zrozumienie procesdéw adaptacji mikroorganizmu do zmienionych warunkéw

$rodowiskowych czy mechanizmdw stojgcych za pojawiajacym sig zjawiskiem lekoopornosci.

Do wymiernych efektéw prowadzonych badan Doktorantki opisanych w rozprawie oraz w

zataczonych publikacjach stanowigcych podstawe dysertacji naleza:

- opracowanie efektywnej metody przygotowania prébek do analizy, gdzie kluczowym etapem

jest dezintegracji komdrek bakteryjnych w celu ich dalszych analiz metabolomicznych;

- wykazanie potencjatu wykorzystania w badaniach przesiewowych techniki *H NMR poprzez
przeanalizowanie i otrzymanie specyficznych profili metabolomicznych dla réznych rodzajow szczepow

bakterii: P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, E. feacalis, B. cereus oraz C. glutamicum;

- okreslenie réinice w metabolomie szczepdw P. aeruginosa pochodzacych ze Srodowiska
naturalnego i izolowanych od pacjentéw chorych na mukowiscydoze, oraz wykazanie ze podwyzszone
poziomy metabolitoéw Swiadczg o zwiekszonej intensywnosci przemian aminokwasdw i zmniejszonej

intensywnosci cyklu TCA;

- scharakteryzowanie wewngtrz- i zewngtrzkomoérkowych profili metabolomicznych dla
szczepdw pateczki ropy bfekitnej, ktére wykazujg opornos¢ lub wrazliwo$¢ na dziatanie na

antybiotykow, i zasugerowanie, ktdre procesu biochemiczne odgrywaja najwieksza role.

Za najbardziej wartosciowe poznawczo wnioski z wykonanych badan, uwazam wykazanie

réznic w profilach metabolomicznych u szczepow P. aeruginosa charakteryzujacych sie wrazliwoscig i



bedgcych opornymi na dziatanie antybiotykéw. Wyniki badan sugeruja, ze szczep oporny na dziatanie
antybiotykow w bardziej efektywny sposéb wykorzystuje metabolizm aminokwaséw w poréwnaniu do

szczepu wrazliwego na dziatanie lekéw.

Czytajgc dysertacje oraz zalgczone publikacje nasunely mi sie nastepujgce pytania i
komentarze. Jaki byt faktyczny ‘fold change’ metabolitéw wymienionych w Tabeli 1 w publikacji nr 3
[K.A. Mielko et al. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 188 (2020)]. Trudno mi jest sie
zgodzi¢ z opisem wynikéw na stronie 56 dysertacji i w publikacji nr 2 [Scientific Reports, 2021,
11:20859], ze wyniki przedstawione na rysunku nr 5 publikacji prezentujgcym wyniki analizy PCA,
»pokazujg grupowanie sie prébek, co swiadczy o wplywie zastosowanych metod niszczenia bton
komorkowych na efektywnos¢ uzyskanych wynikow”. Poza jednym przypadkiem, bakterii E. coli,
grupowanie wynikéw pod katem réznych metod dezintegracji nie jest specjalnie wyraznie zaznaczone
na wykresie przedstawianym przez dwie pierwsze gtéwne sktadowe PC1i PC2. Czy planowane sg, poza
analiza celowang pod katem oznaczen ilosciowych wybranych paneli metabolitdw technikami LC-MS i
GC-MS, takze badania walidacyjne na szczepach pochodzacych od innych grup pacjentéw badz z innych

hodowli mikrobiologicznych z wykorzystaniem techniki *H NMR?

Powyzsze uwagi i pytania nie wptywajg na ogdlng warto$¢ merytoryczng pracy, ktérg oceniam
bardzo wysoko. Praca doktorska mgr Karoliny Mielko ma znaczgce walory nowosci i oryginalnoéci
naukowej. Dysertacja potwierdza wysoka wiedze i umiejetnosci Kandydatki do stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych. Rozprawa doktorska mgr Karoliny Mielko spetnia warunki okreélone w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust 1 Ustawy z dnia 3
lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018

r. poz. 1669 ze zm.).



Biorgc powyisze pod uwage wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Karoliny Mielko do dalszych etapow przewodu
doktorskiego w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne. Jednoczesnie
majgc na uwadze bardzo duie zaangazowanie Doktorantki w prace badawcza, wyrazone m.in. w
postaci pierwszego autorstwa wszystkich prac eksperymentalnych przedstawionych jako cykl
doktoratu oraz pracy poglgdowej, range problematyki i potencjat innowacyjny uzyskanych wynikéw
oraz znaczacy dotychczasowy dorobek naukometryczny Doktorantki, wnioskuje o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej.




