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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Lacha

pt.: ,Charakterystyka bioréinorednosci i potencjatu biotechnologicznego
mikroorganizmow halofilnych”

Przediozona do recenzji praca doktorska zostala wykonana przez mgr. Jakuba Lacha w
Katedrze Mikrobiologii Molekularnej Uniwersytetu £6dzkiego pod kierunkiem dr. hab. Pawla
Staczka, prof. UL przy wspotudziale dr Agnieszki Matera-Witkiewicz.

Przedmiotem rozprawy bylo scharakteryzowanie bioréznorodnosci mikrobiomow
wybranych érodowisk o wysokim zasoleniu (Kopalnia Soli Bochnia, solanki pobrane na
obszarze Pogérza Karpackiego) oraz ocena potencjatu biotechnologicznego bytujacych tam
mikroorganizméw w oparciu o dane genomiczne i metagenomiczne,

Podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w dyscyplinie nauki biologiczne jest
spojny tematycznie cykl 4 wieloautorskich prac (1 przeglagdowa i 3 oryginalne, liczba
wspotautoréw od 4 do 7) opublikowanych w latach 2021 — 2023. Wszystkie prace zostaly
wydane w trybie ,,open access”, W czasopismach miedzynarodowych o punktacii wg. wykazu
ministerialnego 100 pkt., a w przypadku dwéch z nich réwniez o wysokim wspolczynniku
oddzialywania (IF): Genes (MDPL, IF 4,414) i Environmental Sciences Pollution Research
(Springer, IF 5,190). Parametry naukometryczne §wiadczg o wysokim poziomie
zrealizowanych badan. Pan mgr Jakub Lach wiaczyt do cyklu prac réwniez manuskrypt pigtej
publikacji, zgloszonej do czasopisma European  Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, ktora w chwili sktadania pracy doktorskiej byla w trakcie recenzji.

Liczba cytowan prac (bez autocytowarl) jest niska i wynosi wg bazy Web of Science 4,
ale od publikacji pierwszych wynikéw minely niecate dwa lata. Godnym podkreslenia jest fakt,
ze Doktorant we wszystkich pracach jest zarowno pierwszym jak i korespondencyjnym
autorem (przy czym w dwoch publikacjach funkcjg autora korespondencyjnego petni rowniez

Promotor ocenianej pracy), co wskazuje na znaczny wklad Pana mgr. Jakuba Lacha w ich
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powstanie oraz znajduje potwierdzenie w opisach udziatu Autora w wykonanych badaniach
zamieszczonych w recenzowanej rozprawie jak i o$wiadczeniach wspolautoréw prac. Panmgr
Jakub Lach petnit wiodgcg rolg: w opracowaniu koncepcji prac, w przygotowaniu wstepnej jak
i finalnej wersji manuskryptow, w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow, zajmowat sig
przygotowaniem bibliotek DNA do sekwencjonowania metagenomow. Przeprowadzil
wickszo$¢ analiz bioinformatycznych i statystycznych (za wyjatkiem identyfikacji i
charakterystyki AMPs).

Publikacje wchodzgce w sklad rozprawy poprzedzone s3 40-stronnicowym
opracowaniem zawierajgcym nastgpujace rozdzialy: zrodta finansowania i wspélpraca, dorobek
naukowy, staze naukowe, wstgp, cel pracy, materialy i metody, oméwienie wynikow, wnioski,
bibliografia, streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim oraz zalgczniki zawierajace
pelne teksty publikacji bedacych podstawa ubiegania si¢ o stopief doktora wraz Zz
oswiadezeniami o roli wspétautoréw przy ich powstawaniu.

We wstepie Doktorant przedstawia Srodowiska zasolone, zaréwno naturaine jak i
powstate przy udziale cztowicka np. kopalnie soli kamiennej czy saliny. Nastepnie opisuje
mikroorganizmy bytujace w tego typu srodowiskach (halofile, halotoleranty) oraz mechanizmy
umozliwiajace im przetrwanie w takich warunkach. Tg czeéé pracy koficzy przedstawienie
znaczenia halofili w przemyéle biotechnologicznym. Wstep jest napisany jasno i klarownie, w
sposob zwiezly i wyczerpujacy wprowadza w zagadnienia zwigzane z tematyka pracy
doktorskiej. Nastepnie Doktorant przedstawit cel pracy, w ktorym okreslit w zwiezly i jasny
sposéb zamierzenia badawcze, tj. scharakteryzowanie bioréznorodnosci mikrobiomu Kopalni
Soli Bochnia oraz zseckwencjonowanie i scharakteryzowanie —genomoéw SZCZEPOW
mikroorganizméw wyizolowanych z solanek pobranych na obszarze Pogdrza Karpackiego.

W pierwszej publikacji Pan mgr Jakub Lach dokonal przegladu strategii
eksperymentalnych ~ wykorzystywanych  do identyfikacji nowych  bioproduktow
mikroorganizméw, ktore moga by¢ wykorzystane do badah nad mikroorganizmami
halofilnymi. Szczegdlng uwagg zwrocit na metody wykorzystujgce sekwencjonowanie kwasow
nukleinowych oraz analizg danych, pozwalajace na wysokowydajne i ukierunkowane
poszukiwania genéw i klastrow genéw zwigzanych z wytwarzaniem bioproduktéw, a takze

przedstawil ich wady i zalety. Zwrocil réwniez uwagg, ze niezbedny jest rozwoj baz danych
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zawierajacych dobrze scharakteryzowane genomy mikroorganizméw  halofilnych i
metagenomy $rodowisk zasolonych do dalszego rozwoju metod analitycznych oraz
identyfikacji nowych bioproduktow wytwarzanych przez organizmy halofilne, aby mogty by¢
wykorzystane w przemysle. Publikacja ta bardzo dobrze wprowadza czytelnika w realizowang
przez Doktoranta tematyke.

Przedmiotem drugiej publikacji byly badania bioréznorodnosei mikrobiomu Kopalni
Soli Bochnia oraz ocena potencjalu biotechnologicznego wechodzacych w jego skiad
mikroorganizmoéw. Analiz¢ prowadzono w oparciu o dane z sekwencjonowania amplikondw
fragmentow genow kodujgeych 165 rRNA oraz wyniki sekwencjonowania metagenomow.
Mimo wystepowania pewnych rozbieznoscl w wynikach sekwencjonowania metagenomow i
amplikonéw wykazano, ze sktad mikrobioméw poszezegblnych stanowisk jest stabilny w
czasie i ze wystepuja r6znice w skiadzie mikrobioméw w zalezno$ci od poziomu kopalni.
Odzyskano 16 unikatowych MAGs, z ktérych 15 nalezalo do nieznanych gatunkow. Ponadto
zidentyfikowano w metagenomach liczne klastry genéw zwigzanych z biosynteza wtornych
metabolitéw takich jak terpeny, ektoina, siderofory, tiopeptydy czy lantipeptydy oraz geny
kodujace peptydy przeciwdrobnoustrojowe.

W trzeciej i czwartej z prac wchodzacych w sktad cyklu przedstawiono
badania sekwencjonowania i charakterystyke genomow odpowiednio pieciu szczepow
halofilnych bakterii oraz trzech szezepdéw halofilnych Archaea wyizolowanych ze srodowisk o
wysokim zasoleniu z obszaru Podgérza Karpackiego. W oparciu o wyniki przeprowadzonych
badan trzy szezepy halofilnych bakterii (11-W, 296-RDG, 48-RD10) zostaly przypisane do
rodzaju Chromohalobacter, a dwa (11-85, 25-S5) do rodzaju Halomonas. Szczepy 296-RDG 1
48-RD10 klastrowaly wspolnie i lokowaty si¢ najblizej Chromohalobacter canadensis, a
szczep 11-W byl najblizszy gatunkowi Chromohalobacter sarecensis. Z kolei szczepy 11-85 1
25-85 utworzyly wspolny klaster i ulokowaty sie najblizej Halomonas sediminicola. Szczepy
halofilnych Archaea zostaly przypisane odpowiednio: Boch-4 do gatunku Haloarcula
hispanica, szczep Boch-26 do rodzaju Halorubrum, a szezep POP-27 do rodzaju Halopenitus.

Doktorant zataczy} réwniez manuskrypt piatej, zgloszone] do wydawnictwa pracy ale
nie zostala ona jeszcze przyjeta do druku i nie moze byc oceniana jako czgé¢ cyklu prac

bedacych podstawa ubiegania sig o stopiefi naukowy doktora. Na podstawie zidentyfikowanych
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w badanych prébkach, pobranych ze $rodowisk o wysokim zasoleniu, genow kodujacych
peptydy przeciwdrobnoustrojowe wyselekejonowano trzy sekwencje, przeprowadzono ich
synteze i zbadano ich aktywno$¢ wobec wybranych lekoopornych patogenow. Tylko dwa
sposrod badanych zwigzkow (P11 P3) wykazywaly dziatanie przeciwbakteryjne (P1wobec E.
faecalis - MICso = 32ug/ml; P3 wobec E. faecalis i S. aureus - MICso = 32ug/ml) ale wyniki
nie sa zbyt optymistyczne. Uzasadnienia wymaga dob6r antybiotykéw (gentamycyna,
lewofloksacyna) uzytych do modelowania, ktorych dziatanie jest uzaleznione od wniknigcia
leku do wngetrza komorki bakteryjnej. Na podstawie jakich danych Doktorant przyjgl, ze
peptydy P1 i P3 beda wnikaty do komérki a nie bgdg np. dezintegrowaé btony bakteryjnej lub
zaburzaé syntezy $ciany komoérkowej, ktore sg popularnymi celami AMPs. Zaletg otrzymanych
zwiazkow jest brak aktywnodci hemolitycznej 1 cytotoksycznosci wobec badanej linii
komorkowe;.

Prace doktorska mgr. Jakuba Lacha przeczytalem z duzym zainteresowaniem. Bledy
czy usterki edycyjne sg nieliczne. Z obowigzku recenzenta ponizej wymieniam przykiadowe z
nich:

e stosowanie czasami kropek zamiast przecinkow przy zapisic utamkow dziesigtnych (np.
str, 5-8),

e uzywanie niefortunnych okredlef: potencjatem objawiajacym sig” (str. 30) czy ,.na
drzewie filogenetycznym stworzonym” (str. 26).

Na podkreslenie zastuguje duza aktywnos$¢ naukowa mgr. Jakuba Lacha, ktory jest
wspdtautorem 18 publikacji w czasopismach o sumarycznym IF ok. 109,7 i punktacji wg
wykazu ministerialnego 2010 (przy czym w 4 pracach jest pierwszym autorem i stanowig one
cykl prac bedacych podstawa ubiegania si¢ o stopiefi naukowy doktora). Ponadto wyniki
swoich prac prezentowat szeroko na konferencjach krajowych i miedzynarodowych w formie
17 doniesiets (w ocenianych materiatach brak informacji o typie prezentacii), uczestniczyl w
dwdch stazach, w tym 1 zagranicznym.

Podsumowujac moja recenzje stwierdzam, ze praca zawiera istotne elementy nowosci
naukowej: po raz pierwszy zobrazowano sktad taksonomiczny mikrobiomu Kopalni Soli

Bochnia oraz w oparciu o dane metagenomiczne wykazano, potencjat biotechnologiczny
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bytujgcych tam mikroorganizméw, o czym swiadczyla obecnos¢ w ich genomach klastréw
gendéw zwigzanych z biosynteza wioérnych metabolitow, ponadto scharakteryzowano genomy
o$miu szczepdéw mikroorganizméw halofilnych wyizolowanych ze $rodowisk o wysokim
zasoleniu z obszaru Podgo6rza Karpackiego.

7 pelmym przekonaniem uznajg, z¢ oceniana przeze mnie praca spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim okreslone w ustawie 2z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie do ustawy — tekst jednolity: Dz. U. 2023
r. poz. 742) i wnoszg do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne o dopuszczenie Pana mgr. Jakuba
Lacha do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

Biorac pod uwage bardzo duzy wkiad wiozony w przygotowanie pracy, zakres i jakosé
przeprowadzonych badan oraz wartos¢ wynikéw zawartych w recenzowanej pracy, a takze
wyjatkowo duzg aktywnosé publikacyjng Doktoranta wnioskuje o wyrdznienie.

Pan mgr Jakub Lach wg zataczonych oswiadezen uczestniczyt we wszystkich etapach
pracy naukowej, poczawszy od wiodace roli przy opracowaniu koncepcji, poprzez
przygotowania bibliotek DNA do sekwenc; onowania metagenoméw, przeprowadzanie analiz
bioinformatycznych i statystycznych az po przygotowanie ostatecznych wersji manuskryptow
i przygotowywanie odpowiedzi na opinic recenzentow. Wyniki badan przeprowadzonych w
ramach osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe ubiegania si¢ o stopien naukowy
doktora zostaly przedstawione w 4 publikacjach (w tym 2 z listy JCR, sumaryczny IF 9,6) o
tacznej liczbie punktéw 400 wg wykazu ministerialnego czasopism, w ktérych byt pierwszym
i korespondencyjnym autorem, co $wiadezy o bardzo dobrym przygotowaniu si¢ do badan
(jedna z prac z listy JCR byla przegladowa i zostala wydana przed rozpoczgeiem czgsci
doswiadczalnej), jakosci przeprowadzonych eksperymentéw oraz zaangazowaniu w ich
realizacje Doktoranta. Wydane publikacje niewatpliwie wnoszg istotne elementy nowoscl
dotyczace nie tylko bioréznorodnosci badanych $rodowisk ale rowniez identyfikacji klastrow
gendw zwigzanych z biosyntezg wtérnych metabolitow oraz sekwencji kodujgcych peptydy
przeciwdrobnoustrojowe do wiedzy o mikrobiomie $rodowisk o wysokim zasoleniu, Ponadto
uzyskane ze zlozonych metagenomoéw  informacje o genach kodujacych sekwencje peptydy

przeciwdrobnoustrojowe maja nie tylko walory poznawcze, co przedstawiono w ocenianym
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osiagnieciu ale mogg posiadac réwniez potencjal aplikacyjny, co sugeruje zatgczony
manuskrypt o AMPs, przy czym te aspekty wymagajg jeszcze dalszych badan.

Godnym podkreslenia jest fakt, ze mgr J akub Lach rownolegle z przygotowaniem pracy
doktorskiej wyjatkowo aktywnie angazowat si¢ w inne badania efektem, ktorych sa liczne prace
(14) w czasopismach z listy JCR o punktacji ministerialnej od 100 do 200 punktéw, co bardzo

dobrze rokuje dla Jego dalszej kariery naukowe;.

KIEROWNHNIDB
Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganic

prof. dr hab. \M}jc‘iﬁ-‘rh Kamysz

NAZWA JEDNOSTKI WIELKIMI LITERAMI
. Adres Jednostki, 80-123 Gdansk | 58 122 45 67 | nazwajednostki@gumed.edu.pl

=3



