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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Jakuba Michalskiego
pt. ,Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do zwalczania lekoopornych bakterii z gatunku
Pseudomonas aeruginosa” wykonanej na Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu (UPP) pod kierunkiem dr hab. Doroty Naroznej, prof. UPP oraz dra Tomasza
Chapy.

1. Wprowadzenie
Recenzje wykonatam na zlecenie Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
UPP, prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka, z dnia 1 sierpnia 2024r. Otrzymatam kompletny zestaw
dokumentéw umozliwiajgcy ocene rozprawy doktorskiej zgodnie z wymaganiami okreslonymi w ustawie z
dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023r., poz. 742 ze zmianami).

2. Ocena wyboru problematyki badawczej ,
Wzrost opornosci na antybiotyki i malejgca liczba srodkow przeciwdrobnoustrojowych zostaty uznane za
nowe zagrozenia dla zdrowia publicznego. Obecnie szczepy patogendw oporne na leki pojawiajg sie szybciej
niz tempo odkrywania nowych lekéw i antybiotykéw. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) do
powstania opornosci na antybiotyki u wielu patogendw bakteryjnych i grzybiczych doprowadzito nadmierne
przepisywanie i niewfasciwe stosowanie antybiotykow. Istnieje realne ryzyko, ze w niedalekiej przysztosci
bedzie niewiele lub nie bedzie zadnej terapii antybiotykowej na mikroorganizmy oporne na leki, w
szczegdlnosci wielolekooporne (MDR) Gram-ujemne patogeny, co spowoduje dalszy wzrost liczby oséb
umierajgcych z powodu infekcji MDR w Unii Europejskiej, ktéra wynosi 25000 rocznie. Wedtug
amerykanskiego Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (CDC) 1,7 miliona pacjentdw rocznie zaraza sie
podczas pobytu w amerykanskim szpitalu, co skutkuje 99000 (5,8%) zgondw. Pojawiaja sie superbakterie,
ktére powodujg infekcje trudne lub niemozliwe do wyleczenia antybiotykami, a im wigcej antybiotykéw
stosujemy, tym szybciej zachodzi ten proces prowadzac do rozprzestrzeniania sie takich bakterii. Dlatego
pilnie potrzebna jest nowa generacja antybiotykéw lub innych terapeutykéw, aby kontrolowac
wielolekooporne dronoustroje patogenne, ktore powodujg globalny kryzys zdrowotny. Szczegdlne wyzwanie
stanowig patogeny ESKAPE, do ktérych nalezg Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp., ktére sg oporne na
wiele lekow. Obecnie, wkraczajac w trzecig dekade XXI wieku, pomimo wprowadzenia kilku nowych
antybiotykéw i adiuwantow antybiotykowych, takich jak nowe inhibitory B-laktamazy, organizmy te nadal
stanowig gtdwne wyzwania terapeutyczne. Bakterie te majg kilka wspdlnych kluczowych cech biologicznych,
w tym adaptacje do przetrwania w srodowisku opieki zdrowotnej, réine metody pozyskiwania
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determinantdw opornosci i rozpowszechnianie opornych szczepéw wysokiego ryzyka na catym Swiecie. Wraz
z pojawieniem sie sekwencjonowania nowej generacji, nowe narzedzia do monitorowania i zwalczania
rozprzestrzeniania sie tych organizmdéw szybko ewoluowaly, a takze odnowito sie zainteresowanie
niekonwencjonalnymi podejsciami antybiotykowymi.

W tym kontekscie podjeta problematyka badawcza przez mgr inz. Jakuba Michalskiego jest nowatorska a
wybdr tematu rozprawy doktorskiej pt.: Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do zwalczania
lekoopornych bakterii z gatunku Pseudomonas aeruginosa” jest uzasadniony, zaréwno z poznawczego, jak
i utylitarnego punktu widzenia, co spetnia wymagania stawione kandydatom do stopnia doktora okreslone w
art. 187 pkt. 2 ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

3. Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Jakuba Michalskiego, przygotowana pod kierunkiem dr
hab. Doroty Naroznej, prof. UPP oraz dra Tomasza Ctapy, stanowi zbior trzech opublikowanych, powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

Rozprawa doktorska liczy 119 stron i sktada sie z nastepujgcych rozdziatéw: Wprowadzenie, Cel pracy,
Materiaty i metody, Omdwienie uzyskanych wynikow, Podsumowanie i wnioski oraz Literatura. Praca
poprzedzona jest wykazem publikacji, wykazem skrotéw oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Na korcu pracy zamieszczono oswiadczenia doktoranta i wspofautoréw publikacji oraz publikacje stanowigce
podstawe rozprawy doktorskiej, w tym dwie prace eksperymentalne i jedna praca przegladowa.

Publikacje obejmujg kopie nastepujacych artykufow:

1. Ctapa T, Michalski J, Syguda A, Narozna D, van Qostrum P, Reimhult E. (2021). Morpholinium-based
ionic liquids show antimicrobial activity against clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa.
Research in Microbiology, ;172(3):103817. doi: 10.1016/j.resmic.2021.103817.

2. Michalski J, Odrzygdzdz C, Mester P, Narozna D, Ctapa T. (2023). Defeat undefeatable: lonic liquids
as novel antimicrobial agents. Journal of Molecular Liquids, 369: 120782. doi:
10.1016/j.molliq.2022.120782. :

3. Michalski J, Ctapa T, Narozna D, Syguda A, van Oostrum P, Reimhult E. (2024). Morpholinium-based
ionic liquids as potent antibiofilm and sensitizing agents for the control of Pseudomonas
aeruginosa. Journal of Molecular Biology, 436(13):168627. doi: 10.1016/].jmb.2024.168627.

Artykuty te opublikowano w latach 2021-2024. Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor)
zbioru publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 13,946, a suma punktéw wedtug MNiSW jest réwna
210. Sa to wskazniki dobre. Wszystkie publikacje sa wieloautorskie, liczace od 5 do 6 autorow. W dwdch
publikacjach doktorant jest pierwszym autorem w jednej drugim. W zadnej z tych publikacji nie jest autorem
korespondencyjnym. W oswiadczeniach wszyscy autorzy okreslili swoj udziat i zakres wykonywanych prac w
czasie realizacji badan i przygotowywania manuskryptéw. Z o$wiadczen wynika, ze w pracach
eksperymentalnych mgr inz. Jakub Michalski wykonat niemal wszystkie lub wszystkie eksperymenty,
przeprowadzit analize danych i interpretacje wynikéw, wykonat wykresy i figury, napisat pierwsza wersje
manuskryptu, a takze uczestniczyt w opracowaniu koricowej wersji manuskryptu i odpowiedzi na recenzje.
W ostatniej pracy w cyklu wspottworzyt koncepcje badan. Udziat w pracy przeglagdowej doktoranta polegat
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na przeprowadzeniu przegladu literaturowego, wiodacym udziale w przygotowaniu pierwszej wersji
manuskryptu, udziale w redakcji tekstu i opracowaniu koncowej wersji manuskryptu oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Na tej podstawie role mgr Jakuba Michalskiego w powstawaniu w/w prac uznaje za
wiodaca.

Na szczegdlng uwage zastuguje trzecia z wymienionych publikacji, ktdra ukazata sie w Journal of Molecular
Biology wydawnictwa Elsevier (IF=4,7; MNiSW=140 pkt).

W mojej ocenie przedstawiony cykl publikacji powinien rozpoczynac sie od pracy przeglgdowej, ktora stanowi
bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badawczej. Ustawa nie nakazuje chronologicznego utozenia prac w
cyklu.

Podsumowujgc ocene formalng stwierdzam, ze cykl publikacji stanowiagcych osiggnigcie naukowe mgr inz.
Jakuba Michalskiego oraz ich opis spetniajg warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187
pkt.3 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2023r., poz. 742 ze
zmianami).

1. Ocena merytoryczna

Pierwszy z gtéwnych rozdziatow, zatytutowany ,Wprowadzenie” obejmuje 8 stron i stanowi opis tematyki
przedmiotu wprowadzajgcy czytelnika w zakres prowadzonych badan. Doktorant przedstawia zagadnienie
antybiotykoodpornosci, w tym wielolekoopornosci, charakteryzuje bakterie nalezace go gatunku
Pseudomonas aeruginosa oraz ciecze jonowe, a szczegdlnie ich wiasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne
i ich rdine zastosowanie wynikajace z doboru odpowiednich kationdw iflub anionéw. Szczegdlng uwage
doktorant poswieca scharakteryzowaniu biologicznie aktywnych cieczy jonowych, zwtaszcza o dziataniu
przeciwbakteryjnym i mechanizmom ich dziatania na bakterie. Autor w tej czesci pracy doktorskiej przywotuje
czesto druga z cyklu publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej i dlatego, w mojej ocenie, jak
wspomniatam wczesniej, powinna ona otwierac ten cykl.

W mojej ocenie zaprezentowany przeglad literatury stanowi logiczng i spdjng catos¢. Przedstawione
podstawy teoretyczne sg dobrym wprowadzeniem do ,celu pracy”, ktdrym byta ocena antybakteryjnego
potencjatu morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydéw w zwalczaniu lekoopornych szczepow
Pseudomonas aeruginosa, w kontekscie wykorzystania tych zwigzkéw jako samodzielnych $rodkow
antybakteryjnych oraz jako adiuwantdw w antybiotykoterapii.

Doktorant w ramach realizacji gtéwnego celu badawczego zaplanowat pie¢ celéw szczegétowych:

1. Charakterystyka antybakteryjnego wptywu morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicyddw na
wzrost i przezywalnos¢ wybranych czterech szczepow P. aeruginosa.

2. Ocena wptywu morfoliniowych cieczy jonowych na zjadliwos¢ P. aeruginosa zwigzang ze zmiang
poziomu syntezy niebiatkowego czynnika wirulencji, piocjaniny.

3. Okreélenie przeciwbiofilmowych wiasciwosci morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydéw oraz
ocena ich wptywu na tworzenie i aktywnos$¢ metaboliczng biofilmow pateczki ropy btekitnej.

4. Analiza wystepowania efektu synergistycznego pomiedzy morfoliniowymi cieczami jonowymi na bazie
herbicyddw, a wybranymi antybiotykami, w zwalczaniu lekoopornych szczepdw P. geruginosa.

5. Ocena aktywnosci hemolitycznej morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydéw w stosunku do
ludzkich erytrocytow.
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Postawione cele badawcze osiggnieto realizujgc zadania badawcze, jak ponizej.

1. Antybakteryjne dziatanie cieczy jonowych wobec P. geruginosa oceniono wyznaczajgc MIC i MBC,

2. Wptyw wybranych cieczy jonowych na wirulencje P. aeruginosa zbadano oznaczajac ilosciowo piocjaning
metodg spektrofotometryczna.

3. Wptyw wybranych cieczy jonowych na aktywnos¢ metaboliczng i zywotnos¢ komoérek P. aeruginosa
oznaczono z wykorzystaniem testu TTC,

4. Wptyw wybranych cieczy jonowych na tworzenie biofilmu zbadano z wykorzystaniem testéw z fioletem
krystalicznym i TTC.

5. Wplyw wybranych cieczy jonowych w kombinacji z antybiotykami wobec P. aeruginosa oznaczono
metodg szachownicy i wyznaczajac indeks frakcyjnego stezenia hamujacego.

6. Aktywnos¢ hemolityczng wybranych cieczy jonowych zbadano wykorzystujgc krew petng ludzkg oraz
same erytrocyty.

W mojej opinii cel badan zostat poprawnie postawiony. Zadania badawcze zostaty logicznie zaplanowane i
konsekwentnie realizowane. Do realizacji postawionego celu mgr inz. Jakub Michalski wykorzystat szereg
metod badawczych stosowanych w mikrobiologii i biochemii, ktére w sposdb syntetyczny przedstawiono w
rozdziale ,Materialy i metody”. W poszczegdlnych artykutach naukowych w sposdb szczegdtowy omowiono
metody i procedury przeprowadzonych badan.

Do tej czesci pracy mam jednak pytania/komentarze:

Zaréwno w publikacjach jak i opisie w pracy doktorskiej nie zamieszczono cytowania czy tez nie podano
standardu wedtug ktérego oznaczano MIC i/lub MBC cieczy jonowych i/lub antybiotykéw. Jedna z
powszechnie stosowanych metod jest np. standard CLSI, w ktérym MIC ocenia sie wizualnie (brak
zmetnienia podtoza/wzrostu bakterii w probie), bez pomiaru OD z uzyciem czytnika ptytek. Co
zdecydowato o wyborze metody wykorzystanej przez doktoranta?

Nie umieszczono réwniez cytowania w przypadku metod zastosowanych do oznaczen synergizmu cieczy
jonowych i antybiotykéw oraz hemolizy, zaréwno w publikacjach jaki i dysertacji. Jest to wazna informacja
pozwalajaca na weryfikacje oryginalnego zradta.

W pierwszej z publikacji eksperymentalnych nie podano liczby powtdrzen zastosowanych w
poszczegdlnych eksperymentach. W ilu powtérzeniach wykonywano poszczegélne analizy/warianty
analiz?

Prosze o doprecyzowanie przy jakiej diugosci fali dokonano pomiaru absorbcji podczas oznaczania
aktywnosci biofilmu metodg TCC? W publikacji trzeciej podano A=490 nm podczas gdy w dysertacji w sekcji
»Materiaty i metody” podano A=570 nm.

W rozdziale ,Omoéwienie uzyskanych wynikéw” doktorant opisuje w sposéb syntetyczny rezultaty
badan przedstawione w poszczegélnych artykutach naukowych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.
Wyniki badan zostaty dobrze uzasadnione i pordwnane z danymi z literatury. Dyskusja wynikdw badan jest
rzeczowym, ale tez krytycznym ich oméwieniem z réwnoczesnym wykorzystaniem w ich interpretacji
wynikow innych badaczy. Rozdziat ten dokumentuje dojrzatos¢ naukowa doktoranta i pokazuje, ze mgr inz.
Jakub Michalski swobodnie porusza sie w Swiatowe] literaturze dotyczacej tematyki badawczej. Doktorant
zebrat bogate pismiennictwo, w ktdrym w mojej ocenie, znajdujg sie wazne publikacje dotyczace zakresu
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badarn doktoranta, ktore ukazaty sie wciggu ostatnich dziesieciu lat. Zebrang literature umiejetnie
wykorzystat.

Przeprowadzone badania zaowocowaty duzg iloscia wynikdw, ktére doktorant opublikowat w dwadch
artykutach naukowych, w miedzynarodowych czasopismach, posiadajacych wspétczynnik wptywu (IF),
odpowiednio 3,946 i 4,7. Wyniki w tych publikacjach sg zaprezentowane w sposob czytelny i przejrzysty. 53
starannie opracowane, dobrze zilustrowane i dostosowane do wymagan czasopism. Wyniki zostaty
poprawnie opracowane pod wzgledem statystycznym. Doktorant udowodnit, ze posiada ogolng wiedze
teoretyczng do wtasciwej oceny otrzymanych wynikéw badan. Nabyt tez umiejetnos¢ syntetycznego opisania
problematyki badawczej zaprezentowanej w zbiorze publikacji, przedstawionych jako rozprawa doktorska.
Kolejny rozdziat rozprawy stanowi ,Podsumowanie i wnioski”. Doktorant sformutowat dziewiec¢ trafnych
wnioskdw, co potwierdza jego zdolnos¢ do syntetycznego ujecia rezultatdw pracy.

Najwazniejsze osiggniecia
Za najwazniejsze rezultaty rozprawy uwazam:

1. Wyselekcjonowanie sposrod 12 morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydéw takich o
dziataniu przeciwbakteryjnym, zaréwno hamujgcym wzrost jaki i bdjczym wobec wigkszosci
zbadanych szczepdw P. aeruginosa.

2. Wykazanie, ze przeciwbakteryjne dziatanie morfoliniowych cieczy jonowych zalezy przede wszystkim
od struktury kationu.

3. Wrazliwos¢ szczepdw P. aeruginosa na dziatanie morfoliniowych cieczy jonowych na bazie
herbicydéw jest szczepowo zalezna.

4. Woykazanie, ze morfoliniowe ciecze jonowe hamujg aktywnos¢ dehydrogenaz wptywajgc negatywnie
na aktywnos$¢ metaboliczng szczepdéw P. aeruginosa, nawet jesli nie hamowaty wzrostu bakterii,
zmniejszajg wirulencje tych szczepow poprzez obnizenie syntezy piocjaniny i hamowac tworzenie
biofilmow wytwarzanych przez te bakterie.

5. Wyselekcjonowanie cieczy jonowych i antybiotykéw o synergistycznym dziataniu, co umozliwia ich
skuteczne zastosowanie wobec P. aeruginosa w obnizonych dawkach.

Morfoliniowe ciecze jonowe na bazie herbicydéw, mimo ze nie znajdg bezposredniego zastosowania w
terapii klinicznej, ze wzgledu na swojg cytotoksycznos¢, to moga stuzy¢ do eliminowania, na drodze
dezynfekcji, patogendéw P. aeruginosa w Srodowisku szpitalnym i w innych srodowiskach, w tym przy
produkcji zywnosci zwiekszajac jej bezpieczenstwo.

Podsumowujac ocene merytoryczng, stwierdzam, ze mgr inz. Jakub Michalski uzyskat wiele cennych
wynikéw, ktére wpisujg sie w $wiatowa dyskusje nad problemem rosnacej opornosci wsréd bakterii.
Oceniajgc zbior trzech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych oraz ich opis,
stwierdzam, ze doktorant wykazat sie wiedza teoretyczng w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo, posiadt
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Publikacje oryginalne s spdjne i wzajemnie sie uzupetniajg. Dysertacje
doktorskg mgr Jakuba Michalskiego uwazam za wartosciowg prace eksperymentalna, stanowigcg oryginalne
rozwigzanie postawionego problemu badawczego. Wnosi ona do nauki istotne informacje poszerzajgce stan
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wiedzy w zakresie wykorzystania morfoliniowych cieczy jonowych na bazie herbicydow w zwalczaniu
wielolekopornych szczepdw P. aeruginosa.

Z dokumentacji dotgczonej do dysertacji wynika, ze doktorant wykazywat znaczacg aktywnosc
naukows. Byt wspdtautorem dwodch publikacji niewchodzgcych w skiad cyklu publikacji stanowigcych
podstawe dysertacji, prezentowat wyniki swoich badan na czterech konferencjach miedzynarodowych i
siedmiu krajowych oraz uczestniczyt w dwodch zagranicznych stazach naukowych i byt wykonawcg w
projektach badawczych. W swoim dorobku ma réwniez osiggniecia organizacyjne, jak pozyskanie
JuniorGrantu i dydaktyczne, prowadzac jako asystent w Katerze Biochemii i Biotechnologii zajecia
laboratoryjne ze studentami.

Podczas czytania i analizy rozprawy nasunety mi sie pytania, ktore chciatabym zadac¢ doktorantowi
podczas obrony rozprawy doktorskiej.

1. Czy dziafanie cieczy jonowych na bazie herbicydéw na komdrki grzybow jest odmienne od tego
wobec komdérek bakteryjnych?

5. Ocena koricowa

Reasumujgc, stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Jakuba Michalskiego pt.:
~Wykorzystanie wybranych cieczy jonowych do zwalczania lekoopornych bakterii z gatunku Pseudomonas
aeruginosa” spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2023r., poz. 742 ze zmianami).

Doktorant opanowal warsztat badawczy z zakresu mikrobiologii i biochemii. Udowodnif, ze potrafi
rozwigzywac problemy naukowe i posiada teoretyczng wiedze w zakresie mikrobiologii. Pokazat, ze ma
umiejetno$¢ opracowania, interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikéw z wynikami dostepnymi w obszernej
literaturze o zasiegu miedzynarodowym. Ponadto, w cyklu opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykutdow naukowych zaprezentowat bardzo dobrg znajomos$¢ problematyki badawczej, stanowigcej
rozprawe doktorskg. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz. Jakuba Michalskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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