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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr. Artura Ruszczaka
pt.: Improvement of microbial assays in water-in-oil droplets
wykonanej pod opiekg prof. dr. hab. Piotra Garsteckiego, prof. Ott Scheler’a

oraz dr. Ladislava Derzi'ego
w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Pan mgr Artur Ruszczak ukonczyt studia magisterskie na Uniwersytecie £6dzkim na kierunku
Biologia, bronigc w 2012r prace magisterskg z obszaru mikrobiologii pod kierunkiem prof. Henryki
Dtugonskiej. Pan Artur Ruszczak od 2012 realizuje program miedzynarodowych studidéw
doktoranckich w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, krorych
zwienczeniem jest przedtozona do recenzji rozprawa doktorska pt.: “ Improvement of microbial
assays in water-in-oil droplets”, wykonana pod opiekg prof. dr. hab. Piotra Garsteckiego oraz
prof. Ott Schellera pod opiekg naukowg dra. Ladislava Derzi’ego. Praca doktorska p. Ruszczaka
napisana jest na podstwaie dwoch publikacji naukowych opublikowanych w 2016 i 2023r
opdpowiednio w ACS Applied Materials and Interfaces oraz Analytical Chemistry, a wiec w bardzo
prestizowych czasopismach naukowych. W pracy z 2023r Doktorant jest pierwszym autorem.
Ponadto, w dorobku naukowym p. Ruszczaka znajduje sie jeszcze osiem artykutdéw naukowych w
czasopismach z listy filadelfijskiej, co wskazuje na duzg aktywnos$¢ publikacyjng Doktoranta.
Artykuty te rowniez opublikowane sg w renomowanych czasopismach, wsrod ktorych wyréznié
mozna oprécz Analytical Chemistry, takie czasopisma jak: LabChip, Nanomaterials,
Micromachines, Scientific Repoorts i Micromachines.

Recenzowana praca doktorska dotyczy opracowania mikrokroplowych strategii
prowadzenia badan mikrobiologicznych, ktore bylyby bardziej wiarygodne, charakteryzowaty
sie bardzo dobrymi parametrami analitycznymi i mogtyby sta¢ sie standardem np. w badaniach

aktywnosci nowych lekéw przeciwbakteryjnych.



Rozprawa doktorska Pana Artura Ruszczaka napisana jest w jezyku angielskim, podzielona
jest na cztery gtéwne rozdziaty i obejmuje 113 stron. Po jednostronicowych streszczeniach w
jezyku polskim i angielskim, licie skrétéw stosowanych w pracy, Autor umiescit czes¢ literaturowa,
w ktorej cytuje tgcznie 136 pozyciji literaturowych. Rozdziat 1 to wprowadzenie czytelnika w obszar
miniaturyzacji, mikroprzeptywow oraz prowadzenia analiz i badan w mikroskali z wykorzystaniem
systemow typu Lab-on-Chip. Przedstawiony przez Doktoranta krotki rys historyczny wskazuje
kolejne dokonania w obszarze mikroanalityki, poczgwszy od miniaturowego zintegrowanego
chromatografu gazowego (1970r), przez koncepcje Manz’a z 1990r budowy zintegrowanego
systemu do kompleksowej analizy chemicznej (microTAS), opracowanie technologii miekkiej
litografii umozliwiajgcej wydajne i tanie wytwarzanie mikrosysteméw przeptywowych z
poli(dimetylosiloksanu), po wysokoprzepustowe systemy z przeptywami kroplowymi (ang. droplet
microfluidics). Pan Ruszczak wskazuje szereg zalet systeméw DMF, przybliza czytelnikowi ten
obszar mikroanalityki i omawia sposoby generowania uporzgdkowanych strumieni kropel w
mikrokanatach z czestotliwo$cig dochodzgcg obecnie nawet do setek kHz! Dzieki temu oraz
nowym technikom generowania kropel w skali kilku mL, uktady te staty sie bardzo popularne w
mikrobiologii, cho¢ wcigz niestety nie sg uznane za narzedzia standardowe. Spetniajg one
ponadto wymagania zwigzane z: (i) wymiang gazowg miedzy Srodowiskiem wzrostu
mikroorganizméw a fazg otaczajgcg kroplowy mikrobioreaktor; (ii) kontrolg sktadu pojedynczych
kropel; (iii) szybkim i wydajnym mieszaniem w poréwnaniu z mikrosystemami z jednofazowym
przeptywem laminarnym oraz detekcjg, wizualizacjg i oznaczaniem bakterii rosngcych w
pojedynczych kroplach. Doktorant wskazuje takze na mozliwos¢ wykorzystania systemoéw z
przeptywami kroplowymi w diagnostyce i badaniach klinicznych nad wrazliwoscig i opornoscig
mikroorganizméw na antybiotyki. Na przyktad systemy ddPCR umozliwiajg szybkg detekcje
patogenodw, systemy ddLAMP potgczone z uktadem pomiaru kata zwilzania za pomocg smartfonu
sg w stanie zidentyfikowa¢ komorki bakteryjne w probkach rzeczywistych w czasie ponizej 5 min.
Wykorzystujgc mikrosystemy kroplowe mozna obecnie analizowaé duze populacje bakterii,
poszukiwa¢ anatybiotykoopornych subpopulacji mikroorganizméw oraz np. badac¢ zjawiska
,Wspotpracy miedzybakteryjnej” w celu uzyskania tolerancji na antybiotyki.

Nastepnie p. Ruszczak przedstawia rodzaje biokompatybilnych faz olejowych i ich funkcje w
mikrosystemach z przeptywem kroplowym ze wzgledu na typ hodowanych mikroorganizmow.
Stosowane fazy olejowe powinny takze zapewniac praktycznie zerowg rozpuszczalnos¢ badanych
substancji oraz brak transportu miedzy pojedynczymi kroplami w generowanych emulsjach.
Zaproponowane oleje perfluorowane sg ponadto kompatybilne materiatowo z PDMSem -
polimerem szeroko stosowanym do wytwarzania systemow typu LoC. Znaczng czesc¢ wstepu
literaturowego Doktorant poswieca omowieniu budowy oraz funkcji surfaktantéw ze wzgledu na ich

wykorzystanie jako dodatkéow do fazy olejowej w mikrosystemach kroplowych. Autor podkresla



najwazniejsze cechy takich zwigzkow i wskazuje na: biokompatybilnos¢, diugotrwatg stabilizacje
generowanych emulsji w-o0, odpornos¢ na warunki, w ktérych, prowadzona jest hodowla
mikroorganizmoéw, brak adsorpcji na powierzchni hodowanych mikroorganizméw, a ze wzgledu na
bardzo szybki proces generowania kropel, stosowane surfaktanty powinny szybko dyfundowa¢ do
powierzchni kropli zeby zapewni¢ maksymalng stabilnos¢ emulsji. W rozdziale tym omowiony
zostat takze wptyw struktury (obecnosci odpowiednich grup funkcyjnych) czgsteczek surfaktantu
na jako$¢ prowadzonych badan ze szczegdlnym  podkresleniem  koniecznosci
minimalizacji/blokowania wycieku badanych zwigzkéw) z wnetrza kropli do fazy olejowej, co moze
powodowac ich transport do kolejnej kropli i w konsekwenciji zafatszowanie uzyskiwanych wynikow.
Pan mgr Ruszczak na koniec podkresla koniecznos¢ poszukiwania nowych surfaktantéw do
zastosowan w kroplowych systemach dla mikrobiologii.

Kolejng czesci przegladu literatury Doktorant poswieca omowieniu ograniczen systemow
kroplowych, wskazujgc m.in. na niestabilnoS¢ emulsji, transport zwigzkéw chemicznych miedzy
kroplami, wyciek substancji z wnetrza kropli do fazy olejowej, mozliwosé tworzenia odwrotnych
miceli, co mogtoby za ich posrednictwem umozliwia¢ transport miedzy kroplami, mozliwos$é
transportu przez dwuwarstwe generowang na styku kropel. Autor, na zakonczenie tego
podrozdziatu, krytycznie stwierdza, ze w bardzo wielu doniesieniach literaturowych pojedyncze
krople niekoniecznie powinny traktowane by¢ jako izolowane srodowiska. Wskazuje takze na
konieczno$¢ bardzo starannego projektowania takich systemow szczegdlnie przeznaczonych do
zastosowan mikrobiologicznych poniewaz ztozone procesy fizykochemiczne w nich wystepujgce
mogg znaczgco wptywac na funkcje zyciowe mikroorganizméw hodowanych w izolowanych
kroplach, a tym samym zaburza¢ wyniki prowadzonych eksperymentow. Ten fragment pracy
napisany jest w sposéb zwiezty, zrozumiaty, a ilustracja graficzna omawianych zagadnien jest
bardzo dobra.

W rozdziale 1.7 swojej pracy Pan Ruszczak, wobec matastabilnosci uktadow potréjnych,
wystepowania transportu molekularnego oraz ograniczonej wiarygodnosci mikrosystemow
kroplowych w badaniach klinicznych, formutuje cele i obszary swoich badan. Zaproponowat
sprawdzenie/weryfikacje tezy, cho¢ wprost niestety niesformutowanej, czy modyfikowana
tancuchem dodecylowym resazuryna spetni lepiej zadanie markera matabolicznego w poréwnaniu
z komercyjnie dostepng i standardowo stosowang resazuryng. W tym celu Doktorant
zaproponowat 3 etapy realizacji tego celu:

- poréwnanie czasu wykrycia kropel z bakteriami dodatkowo zawierajgcych testowane markery,
- okreslenie czasow roznicowania po ktérych mozna zarejestrowac¢ zarowno krople dodatnie jak i
ujemne,

- ocene jakosci sygnatéw analitycznych generowanych przez dodecyloresorufine i resorufine.



Drugim celem badawczym Doktoranta byto okreslenie parametrow fizykochemicznych, ktore
mogtyby by¢é wykorzystane do przewidywania profili wycieku/transportu antybiotykéw, ktérych
aktywnos¢ badana jest w mikrosystemach z uktadem generowania strumieni kropel zawierajgcych
mikroorganizmy. Tutaj takze niestety Doktorant nie sformulowat wprost swojej kolejnej
hipotezy badawczej — szkoda. Do weryfikacji/sprawdzenia czy realizacja tego zatozenia jest
mozliwa Pan Ruszczak zaproponowat 4 etapy prac:

- wyznaczenie profili wycieku 15 antybiotykéw podczas testu zywotnosci bakterii,

- poszukiwanie korelacji miedzy 36 parametrami zwigzanymi z hydrofilowoscig / hyfrofobowoscig
badanych antybiotykow a ich wyciekiem na zewnatrz kropli,

- budowe teoretycznego modelu wycieku dla 100 antybiotykoéw z réznych grup oraz jego
weryfikacje dla 3 losowo wybranych,

- sprawdzenie czy inne parametry wptywajg na szybkos¢ wycieku antybiotykéw z pojedyncze;
kropli.

Juz na wstepie czesci eksperymentalnej (str. 50) Pan Ruszczak wspomina o mechanizmie wycieku
C12R i jego zwigzku z przepuszczalnoscig komorkows... czy ta przepuszczalnosé w przypadku
resorufiny jest inna? Tu poprosze Doktoranta o bardziej szczegotowe wyjasnienie tego
sformutowania. Dalej, w czesci eksperymentalnej pracy, Autor zaproponowat wykorzystanie
2 szczepow bakterii, z ktdérych jeden wykazywat nadekspresje biatka fluorescencyjnego. Ponadto,
do przeprowadzenia badan konieczne byto zastosowanie mikrosystemdw opracowanych w grupie
prof. Garsteckiego (niestety nie wiem czy przez Doktoranta?), odpowiedniej fazy olejowej z 2%
dodatkiem trojblokowego surfaktantu.

Mgr Artur Ruszczak, omawiajgc wyniki badan, czesto skraca tok myslowy méwigc o sygnatach
pochodzgcych od kropel z resazuryng w obu odmianach, a przeciez fluorescencje wykazuje
produkt metabolizmu mikroorganizméw - resorufina réwniez ta modyfikowana tancuchem
dodecylowym. Na stronie 53 pojawia sie okreslenie ,aktywnos¢ fluorescencyjna C12R” — czego
dotyczy to pojecie? Badajgc potencjalng toksycznos¢ obu markerow wobec bakterii z nadekspresjg
GFP, p. Ruszczak przedstawia wykres zaleznosci emis;ji fluorescencji w zaleznosci od czasu. Nie
dosc¢, ze brak jest odpowiedniego opisu osi czasu to jeszcze, mimo nieliniowej skali, ktéra utrudnia
Sledzenie zaleznosci, punkty doswiadczalne sg potgczone miedzy sobg liniami prostymi — skad
wiadomo ze miedzy kazdymi 2 punktami zaleznosc jest prostoliniowa? Ponadto, przeciez miedzy
6 i 7 godzing eksperymentu a 15 i 24 odlegtos¢ na skali powinna by¢ rézna. Takg nieliniowg skale
powinno sie stosowac raczej do wykreséw stupkowych niz punktowych... Na wykresie tym brakuje
tez informacji jak Doktorant wyznaczyt niepewnosci pomiarowe — tzw. stupki btedow. Omawiajac
wyniki Autor kilkukrotnie zamiennie stosuje skrét C12R w stosunku do pochodnej resazuryny,
pochodnej resorufiny a na domiar ztego w spisie skrotow pojawia sie jeszcze trzeci zwigzek —

dodecyloresarufina. Tu musze powiedzie¢, ze recenzent pogubit sie nieco poniewaz Sledzenie



toku rozumowania Doktoranta przy swobodnym stosowaniu réznych nazw bylo znacznie
utrudnione.

Z drugiej strony czuto$¢ i specyficznosc testu z wykorzystaniem C12R i resorufiny bardzo czytelnie
przedstawiajg krzywe ROC, z ktérych jasno wynika przewaga stosowania dodecylowej pochodne;j
jako markera. W rozdziale 2.7, o ile indeks Youdena, jak i stosunek sygnatu do szumu SNR
omoéwione sg bardzo dobrze, to sprawa obrazowania tych parametrow (rysunki 24 i 25) ma sie
juz troche gorzej — mam te same uwagi co do skali i tgczenia punktéw na wykresach jak w
przypadku rys.18. Nie mniej jednak, Doktorant wyznaczajgc te parametry ponownie wykazat
przewage stosowania C12R. Na zakonczenie rozdziatu 2, troche zaskakujgco, pojawia sie
wyczerpujgcy opis metodyki badawczej ze szczegdotami technicznymi przeprowadzonych
eksperymentdéw. Jako recenzent spodziewatem sie raczej komentarzy Doktoranta odniesienia do
prac innych zespotow i dyskusji naukowej, ktérej niestety nie znalaztem w pracy. Jej brak
praktycznie uniemozliwia ocene na ile wyniki zawarte w rozdziale 2 charakteryzujg sie nowoscig
naukowg, ktoérej uwypuklenie jest konieczne do uzyskania stopnia doktora. Oczekuje od Autora
wiasnie takiej merytorycznej wyczerpujgcej dyskusji i krytycznej oceny swoich wynikow na
publicznej obronie pracy.

Trzeci rozdziat pracy mgr. Ruszczaka przedstawia badania mozliwosci przewidywania profili
wycieku antybiotykbw z wnetrza kropel do fazy olejowej na podstawie ich witasciwosci
fizykochemicznych. Nie bardzo wiem czego dotyczy ten niepodpisany obrazek na poczagtku
rozdziatu.... Do badah Doktorant wybrat antybiotyki z czterech grup: aminoglikozyddw,
betalaktamow, tetracyklin, fluorochinolanéw oraz kilka niesklasyfikowanych. Idea prowadzenia
badan bardzo czytelnie schematycznie przedstawiona jest na rysunkach 27 i 28. Autor wybrat 36
parametréw, ktére mogtyby postuzyé do konstrukcji modelu wycieku antybiotykow z kropeli
stwierdzit, ze dwa gtéwne deskryptory mogg by¢é wykorzystane do tego celu — wspodtczynnik
podziatu i czgstkowa powierzchnia polarna czgsteczki (pojecie troche niefortunnie przettumaczone
przez Autora w polskim streszczeniu pracy jako ,utamkowe polarne pole powierzchni”). Za pomocag
skonstruowanego przez P.Jankowskiego modelu sprawdzono teoretyczng zdolnos¢ wycieku
antybiotykdw z wnetrza kropel. Po odpowiednim wyznaczeniu grup antybiotykow zdolnych i
niezdolnych do opuszczenia wnetrza kropli Doktrorant sprawdzit jakos¢ zbudowanego modelu na
3 wybranych zwigzkach przeciwbakteryjnych i uzyskat bardzo dobre wyniki. Nastepnie sprawdzit
czy na podstawie przynaleznosci do poszczegolnych klas mozna przewidzie¢ zdolno$¢ wycieku
poszczegolnych antybiotykdw do fazy organicznej (wykres 31). Pan Ruszczak potwierdzit takze,
ze zarowno sposob przygotowania emulsji, jak rowniez wyjsciowe stezenia antybiotykow wewnatrz
kropli (szczegdlnie tych, ktérych zdolnos¢ wycieku jest wysoka) wptywa na efektywnosc¢ tego
procesu. Niestety, podobnie jak w poprzednim rozdziale, tu takze nie znalaztem typowej dla

prac doktorskich, dyskusji z odniesieniami do prac innych zespoléw badawczych



pracujgcych z mikrosystemami kroplowymi, ktére wykorzystywane sg w mikrobiologii. Mam
nadzieje, ze Doktorant w trakcie obrony szczego6towo odniesie sie do tej uwagi, co na pewno utatwi
Komisji ocene nowosci naukowej pracy Autora.

Prace konczy 3 stronicowe podsumowanie, w ktérym Pan Ruszczak przedstawit swoje
najwazniejsze osiggniecia oraz pokazat mozliwosci wykorzystania udoskonalonych strategii i
procedur do prowadzenia bardziej wiarygodnych badan mikrobiologicznych w systemach
kroplowych generujgcych stabilne mikroemulsje woda-olej.

Cata praca, mimo niewielkiej objetosci i dos¢ odlegtych czasowo dwoch publikaciji, ktére s3g jej
podstawg (2016 i 2023r), jest zaskakujgco dobrze skomponowana jako catos¢. Podczas jej lektury
czytelnik nie odczuwa takiego dtugiego horyzontu czasowego i moze odnies¢ wrazenie, ze badania
byly zaplanowane chronologicznie w krotkim okresie — to bardzo mocna strona tej pracy.
Sposréd swojego bogatego dorobku publikacyjnego (10 artykutow) p. Ruszczak zgrabnie wybrat
dwa, ktore pozwolity mu sformutowac¢ dos¢ niekonwencjonalny tytut swojej rozprawy doktorskiej
zaczynajgcy sie od stowa ,udoskonalenie”. Musze powiedzie¢, ze bardzo sceptycznie
podchodzitem do lektury tej pracy, lecz mimo technicznych niedociggniec i braku dyskusji wynikéw,

Co uwazam za najwiekszg wade tej pracy, bardzo pozytywnie sie rozczarowatem.

Podsumowujac stwierdzam, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Pana
Artura Ruszczaka, przedstawia wyniki badan opublikowane w czasopismach naukowych o
wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF). Stwierdzam takze, Zze recenzowana rozprawa
doktorska odpowiada warunkom okreslonym, w art. 13 ustawy z dn. 14 marca 2003r o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65/2003 poz. 595
z pézniejszymi zmianami) i wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej PAN
o dopuszczenie Pana mgr. Artura Ruszczaka do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia

doktora.
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