" & GDANSKI
R Uniwers
G Gdaﬁikiytet $ UNIWERSYTET
G * MEDYCZNY

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Gdansk, 28.05.2024 r.
Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Prof. dr hab. Robert Czajkowski

Zaktad Badania Zwigzkdw Biologicznie Czynnych
Tel: +48 58 5236333

Fax: +48 58 5236426

E-mail: robert.czajkowski@ug.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Wdowiaka zatytutowanej:
»otabilization of bacteriophages against adverse conditions”, wykonanej pod kierunkiem
Pana dr hab. Jana Paczesnego, prof. IChf

Bakteriofagi, czyli wirusy infekujace i zabijajace bakterie, sg znane swiatu naukowemu od
ponad stu lat, kiedy to zostaty po raz pierwszy niezaleznie opisane przez Fredericka Tworta i Felixa
d’Herelle’a na poczatku XX wieku. Wirusy te sg przedmiotem badan zaréwno podstawowych jak i
aplikacyjnych, a atrakcyjnos¢ wykorzystania bakteriofagdw w leczeniu chordb wzrasta w XXl wieku
za sprawg powszechnie obserwowanej antybiotykoopornosci bakterii patogennych dla cztowieka.
Powszechnie uwaza sie, Ze bakteriofagi mogg zosta¢ z powodzeniem wykorzystane jako
alternatywne do antybiotykoterapii metody zwalczania lekoopornych bakterii w réznych
systemach biologicznych, w tym, w terapiach ludzi i zwierzat, w rolnictwie i produkcji zywnosci,
a takze do dezynfekcji powierzchni i sprzetéw laboratoryjnych. Jednym z ograniczen
aplikacyjnego zastosowania bakteriofagow moze byc ich stabilnos¢ srodowiskowa, ktora moze
wptywac na ich efektywnga aplikacje i dziatanie.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Wdowiaka, wykonana pod
kierunkiem Pana prof. Jana Paczesnego w Instytucie Chemii Fizycznej w Warszawie, podejmuje
temat stabilnosci bakteriofagdéw i préb opracowania nowych metod, ktére mogtyby zwiekszac
stabilno$¢ tych wirusow w réznych warunkach $rodowiska. Pomimo faktu, ze temat analizy oraz
modyfikacji stabilnosci wiruséw bakteryjnych przez dodatek réznych zwiazkéw aktywnych byt i
jest podejmowany przez wiele zespotow naukowych, dotychczasowa wiedza jest czesto
niewystarczajaca i ciagle istnieje potrzeba poszukiwania nowych, uniwersalnych materiatow,
ktore mogtyby zostaC wykorzystane w tym celu. Z tego wzgledu badania zaproponowane i
przeprowadzone przez Doktoranta uwazam za niezwykle interesujace, istotne oraz
innowacyjne. Co wiecej, badania nad stabilnosciag bakteriofagdbw maja niejednokrotnie
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bezposrednie przetozenie na badania stabilnosci wirusow eukariotycznych i z tego wzgledu ich
wyniki stanowig rowniez ogromng wartosc poznawcza w szerszej skali dla wirusologii.

W swojej pracy doktorskiej, jako model badawczy, Doktorant wykorzystat 9 szczepow
bakteriofagéw bardzo dobrze scharakteryzowanych w literaturze przedmiotu (fagi te zostaty tak
dobrane, aby reprezentowac rozne grupy bakteriofagow o réznej organizacji genomu i morfologii
kapsydow) oraz rozne czynniki srodowiskowe, potencjalnie wptywajace na stabilno$¢ tych wirusow
(takie jak: promieniowanie UV, temperatura, czas, dodatek nanoczastek). Temat stabilnosci
bakteriofagobw w zaleznosci od warunkéw srodowiska zostat zatem potraktowany bardzo
szczegbdtowo. Co nalezy podkresli¢, podejscie badawcze zaproponowane przez Doktoranta ma
rowniez bardzo duzy potencjat aplikacyjny.

Rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Wdowiaka zostata przygotowana w postaci posredniej
miedzy typowa monografig, a zbiorem powigzanych tematycznie publikacji eksperymentalnych.
Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku angielskim i zawiera wymienione rozdziaty:
Streszczenia (w jezyku polskim oraz angielskim), Wstep, Cel pracy i zatozenia, Sekcje
Eksperymentalng z opisem materiatow i procedur laboratoryjnych, Wyniki podzielone na kilka
rozdziatow (Rozdziaty od 4 do 7), Podsumowanie i Wnioski oraz Cytowana Literature. Poza tym,
rozprawa doktorska jest bogato ilustrowana i zawiera liste publikacji powstatych w ramach
realizacji projektu doktorskiego, innych publikacji Doktoranta oraz liste patentow i aplikacji
patentowych, wynikajacych z przeprowadzonych badan. Co warto podkreslic, ogromna
wiekszos¢ informacji przedstawionych w kolejnych rozdziatach pracy doktorskiej Pana mgr
Mateusza Wdowiaka zostata juz opublikowana w postaci pracy przegladowej (Rozdziat 1) oraz
prac eksperymentalnych (Rozdziaty 4 i5), albo zostata wystana do recenzji (Rozdziaty 5, 6 1 7) -
co oznacza, ze wigkszos¢ otrzymanych wynikow pracy doktorskiej zostato juz z sukcesem
upublicznionych albo zostanie upublicznionych w niedalekiej przysztosci.

Szczegotowe omowienie poszczegdlnych czesci rozprawy doktorskiej:
(przy omoéwieniu kolejnych rozdziatéw pracy doktorskiej, dla wygody oraz z racji faktu
przygotowania mojej recenzji w jezyku polskim, postuze sie polskimi odpowiednikami angielskich
nazw rozdziatow)

Rozdziaty takie jak: Wykaz skrétow, Spis tresci, Streszczenia w jezyku angielskim i
jezyku polskim zostaty przygotowane standardowo, maja forme i tres¢ powszechnie przyjeta dla
tego typu wykazow i opracowan naukowych oraz zawierajg wszystkie wymagane i potrzebne
informacje.
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Rozdziat Wstep przedstawia problem wielolekoopornych patogenéw bakteryjnych,
wirusy bakteryjne i ich mozliwe zastosowanie w medycynie i naukach pokrewnych, wptyw roznych
parametréw srodowiska na bakteriofagi i mozliwosci zwiekszenia stabilnosci tych wiruséw poprzez
dodatki roznych zwiazkow i materiatow. Szczegélnie ostatnia cze$¢ wstepu, opisujaca rézne
mozliwosci zwigkszania stabilnosci bakteriofagow w srodowisku, jest bardzo interesujaca i stanowi
bardzo dobre i wnikliwe wprowadzenia do tematu pracy doktorskiej. Rozdziat ten jest
wyczerpujacy, ciekawy i bardzo dobrze napisany.

Rozdziat Cele i Zatozenia zawiera krotkie wprowadzenie i uzasadnienie podjecia
badan, cel badan oraz krotkie i syntetyczne podsumowanie otrzymanych wynikow, z wyraznym
zwrbceniem uwagi czytajacego na najwazniejsze wyniki i obserwacje. Rozdziat ten ponownie
wprowadza w tematyke pracy doktorskiej i jednoczesnie tez podsumowuje jej przebieg.

Rozdziat Sekcja eksperymentalna zawiera opis wszystkich odczynnikow, materiatow,
protokotow i procedur wykorzystanych przez Doktoranta w trakcie przygotowywania pracy
doktorskiej. Podobnie, opis metod zawiera wszystkie niezbedne szczegéty pozwalajace na
niezalezne powtdrzenie opisywanych eksperymentow i ich analize statystyczna.

Rozdziaty od 4 do 7 prezentujg otrzymane i zanalizowane przez Doktoranta Wyniki
pracy doktorskiej i z tego wzgledu sg oczywiscie najbardziej interesujace dla czytelnika. Kazdy z
tych rozdziatow eksperymentalnych zawiera tez szczegotowa dyskusje wynikow z dostepnymi
danymi literaturowymi oraz krotkie podsumowanie i wnioski.

Rozdziat 4 prezentuje wyniki badan stabilnosci bakteriofagow w czasie ich
dtugotrwatego przechowywania w standardowych pojemnikach laboratoryjnych. Temat ten byt do
tej pory raczej zaniedbywany w literaturze. Doktorant wykazat, Zze bakteriofagi moga
nieodwracalnie przylega¢ do wewnetrznej powierzchni pojemnikow, w ktérych sg
przechowywane, czego wynikiem jest spadek liczby wolnych (infekcyjnych) bakteriofagow w
srodowisku (spadek powazny bo nawet tysiackrotny i wiekszy). Problem ten ma istotne
konsekwencje praktyczne, bo moze skutkowac innym niz oczekiwanie stezeniem aplikowanych
wiriondw w preparatach w czasie ich przechowywania np. na potrzeby medyczne czy w rolnictwie
albo ochronie zywnosci. Doktorant wykazat eksperymentalnie, Ze problem nieodwracalnego
przylegania bakteriofagow do powierzchni pojemnikéw moze zostac znaczaco ograniczony poprzez
zastosowanie nanokompozytow polioksoboranow ztota (BOA) jako modyfikacji wewnetrznej
powierzchni pojemnikow. Co wiecej, Doktorant wykazat, Zze nanokompozyty BOA nie tylko
stabilizujg bakteriofagi podczas przechowywania, ale posiadaja takze wtasciwosci antybakteryjne
i przeciwgrzybicze.
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e Czy rutynowe stosowanie modyfikacji wewnetrznej powierzchni pojemnikéw do
przechowywania bakteriofagéw bytoby optacalne? Czy Doktorant mégtby pokusié
sie o oszacowanie kosztow tego rodzaju modyfikacji powierzchni pojemnikéw?

W Rozdziale 5 pracy doktorskiej, Doktorant skupit sie na zwiekszeniu stabilnosci
bakteriofagow podczas ich ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe (UV) z wykorzystaniem
barwnikéw drobnoczasteczkowych. Jak wiadomo, promieniowanie UV jest jednym z
najwazniejszych czynnikow wptywajacych negatywnie na stabilnosc bakteriofagow w srodowisku,
co bezposrednio przektada sie na problem aplikacji tych wiruséw wszedzie tam, gdzie
promieniowanie UV jest obecne naturalnie czy tez wprowadzone sztucznie np. w celu sterylizacji
powierzchni. Doktorant na poczatku skupit sie na czerwieni Kongo, a w dalszym etapie swojej
pracy przetestowat inne barwniki drobnoczasteczkowe (np. btekit brylantowy FCE), rowniez
spozywcze i ich wptyw na stabilnos¢ bakteriofagow eksponowanych na promieniowanie UV. Co
wiecej, Pan mgr Wdowiak zaproponowat mechanizm molekularny odpowiedzialny za zwiekszong
stabilnos¢ bakteriofagow przy aplikacji czerwieni Kongo - tzw. molekularny filtr przeciwstoneczny
- wynikajacy z zaabsorbowania czasteczek barwnika na powierzchni kapsydow. Nasuwaja mi sie
tutaj nastepujace pytania:

e Czy zasadne bytoby przetestowanie kombinacji dwéch albo wiekszej liczby
barwnikow i efektu ochronnego takiej kombinacji na stabilnos¢ bakteriofagow w
poréwnaniu z zastosowaniem jednego barwnika? Czy w ten sposéb mozna bytoby
obnizy¢ stezenie kazdego z zastosowanych barwnikow, a co za tym i koszty i
toksycznosé?

e Czy bytoby zasadne przeprowadzenie testow cytotoksycznosci i ekotoksycznosci
dla barwnikow drobnoczasteczkowych zaplanowanych do wykorzystania np. w
rolnictwie czy tez produkcji Zywnosci?

Rozdziat 6 prezentuje natomiast wyniki badan stabilnosci bakteriofagow podczas
ekspozycji na podwyzszonag temperature. Temperatura jest jednym z najwazniejszych, obok
promieniowania UV, czynnikiem ograniczajacym stabilnos¢ bakteriofagow w srodowisku. Aby
zwiekszy¢ stabilno$¢ bakteriofagow w podwyzszonej temperaturze, Doktorant zaproponowat
uzycie termoczutego polimeru: poli(eteru metylowo-winylowego) - PVME, oraz przeprowadzit testy
porownania dziatania tego polimeru i innych zwiazkdéw wysokoczasteczkowych, wybranych na
podstawie danych literaturowych, do stabilizacji bakteriofagobw w podwyzszonej temperaturze,
Doktorant zaproponowat tez mechanizm molekularny stabilizacji bakteriofagow w podwyzszonej
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temperaturze przez dodatek PVME - jak sam zauwaza, najprawdopodobniej czasteczki polimeru
absorbuja energie cieplna i w ten sposob ograniczaja jej wptyw na biatka strukturalne kapsydow
bakteriofagow.

Rozdziat 7 jest niejako logicznym rozwinieciem badan i eksperymentow
przedstawionych w Rozdziale 5 i Rozdziale 6, bo przedstawia analizy stabilnosci bakteriofagow w
eksperymentach jednoczesnego stresu cieplnego i obecnosci promieniowania UV. Do badan
zaprezentowanych w tym rozdziale, Doktorant wybrat jako model btekit brylantowy FCE (jako
barwnik drobnoczasteczkowy, chroniacy bakteriofagi przed promieniowaniem UV) oraz poli(eter
metylowo-winylowy - PVME) jako stabilizator cieplny i zatozyt, ze obecno$¢ razem obu tych
elementéw wptynie korzystnie na stabilnos¢ bakteriofagébw w warunkach stresowych. Taka
hipoteza badawcza jest bardzo interesujaca, rowniez z uwagi na fakt, ze w $rodowisku naturalnym
bakteriofagi, podobnie jak inne uktady biologiczne, poddawane sa bardzo réznym stresom,
wystepujacym najczesciej w tym samym czasie. W eksperymentach Doktorant wykorzystat rozne
podejscia badawcze, miedzy innymi, sterylizacje membran filtrow oraz powierzchni lisci sataty z
wykorzystaniem promieniowania UV i formulacji bakteriofagéw. Oba podejscia zakonczyty sie
sukcesem - Doktorant jednoznacznie wykazat, ze kombinacja btekitu brylantowego FCE i poli(eteru
metylowo-winylowego (PVME) chroni bakteriofagi przed promieniowaniem UV i cieptem. Co nalezy
rowniez podkreslic, kombinacja BB FCE i PVME nie wykazywata cytotoksycznosci na liniach
nowotworowych Hela i A549. Nasuwa mi sie tutaj nastepujace pytanie:

o Czy Doktorant zbadat cytotoksycznos¢ kombinacji BB FCE i PVYME na liniach
komérkowych nienowotworowych np. na fibroblastach, co jest standardowa
procedura w okreslaniu cytotoksycznosci? Jezeli nie, to prositbym wyttumaczy¢,
podczas publicznej obrony, dlaczego tego typu badania maja znaczenie i jaka
wartos¢ poznawcza miatyby tego rodzaju obserwacje i wyniki?

Ostatni rozdziat to Podsumowanie i Wnioski, ktory zawiera krotkie podsumowanie
kazdego z wczesniejszych rozdziatow i przedstawia najwazniejsze, zdaniem Doktoranta, uzyskane
wyniki. Jest to krétki rozdziat poniewaz, jak juz zaznaczytem wczesniej, rozdziaty
eksperymentalne zawieraja (kazdy z nich) dyskusje otrzymanych wynikéw. Nastepnie w ostatnich
akapitach tego rozdziatu, Pan Mateusz Wdowiak przedstawia swoje wyniki i wnioski w szerszym
kontekscie i postuluje, ze bakteriofagi sa bytami z pogranicza dwach $wiatow: bytow biologicznych
i uktadow chemiczno-fizycznych. Jest to koncepcja integrujaca réine podejécia badawcze i
obserwacje, ktéra ma takze aspekt filozoficzny. Réwniez ten rozdziat jest bardzo dobrze napisany
i interesujacy.
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e Chciatbym =zapyta¢ Doktoranta o Jego opinie w temacie uniwersalnych
materiatow zwiekszajacych stabilnogé bakteriofagéw w $rodowisku. Czy bedzie
kiedykolwiek mozliwe opracowanie uniwersalnej formulacji chroniacej
wszystkie bakteriofagi przed wszystkimi mozliwymi negatywnymi skutkami
$rodowiska podczas ich aplikacji?

Praca doktorska Pana Mateusza Wdowiaka zawiera jeszcze rozdziat Referencje, gdzie
Autor przedstawit wszystkie wykorzystywane i cytowane prace innych autoréw (ponad 250 pozycji
literaturowych, réwniez publikacje z ostatnich kilku lat).

Przygotowanie pracy doktorskiej i uwagi edytorskie:

Pod wzgledem przygotowania edytorskiego oceniam prace Pana Mateusza Wdowiaka
bardzo wysoko. Praca jest napisana bardzo starannie, bardzo dobrym jezykiem naukowym, w
sposob interesujacy dla Czytajacego. Liczne i profesjonalnie przygotowane ryciny (wykresy oraz
schematy) bardzo dobrze uzupetniajg tres¢ pracy doktorskiej. Wystepujace czasami w pracy
drobne btedy edytorskie i sformutowania nieprecyzyjne sa tak mato istotne, ze pozwole je sobie
pomina¢ w mojej recenzji. Nie wptywaja one bowiem na catoksztatt odbiory i wysokg wartoscé
merytoryczna pracy doktorskiej Pana Mateusza Wdowiaka.

Podsumowanie i Wnioski koricowe:

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pana mgr Mateusza Wdowiaka stanowi oryginalny i
wazny wktad w tematyke badan stabilnosci wiruséw bakteryjnych w srodowisku, a szczegotowo w
tematyke zwiekszania stabilnodci bakteriofagdw z wykorzystaniem réznych materiatéw i
formulacji. Z tego wzgledu moja ocena pracy doktorskiej jest jednoznacznie pozytywna.

Uzasadniajac:

(1) przedstawiona praca doktorska zostata poprawnie i ze staranno$cia zaplanowana,

(2) przedstawia sp6jna tematyke badawcza oraz spéjny ciag myslenia naukowego,

(3) doprowadzita do istotnych odkry¢ naukowych i rozwiazan aplikacyjnych

(4) Doktorant postuzyt sie w swojej pracy réznymi metodami badawczymi i technikami

laboratoryjnymi, aby jednoznacznie sformutowac odpowiedzi na postawione przez siebie

pytania

(5) praca doktorska definiuje nowe obszary i cele badawcze
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(6) wyniki badan zostaty w wiekszoéci opublikowane w czasopismach o zasiegu swiatowym

Uwazam zatem, 7ze recenzowana praca doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy
Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018r. poz. 1668, tekst
jednolity Dz. U. z 2023 r. poz 742, 1088, 1234) i dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Instytut Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pana mgr Mateusza Wdowiaka
do dalézych etapow postepowania doktorskiego.

Jednoczednie, z uwagi na wysoki  poziom merytoryczny przedstawionych badan,
opublikowanie wynikéw pracy doktorskiej w czasopismach z listy JCR o zasiegu ogolnoswiatowym,
Oraz opracowaniu wynalazkdw chronionych patentami » WNOSzg 0 wyrdznienie rozprawy doktorskiej
i uhonorowanie Pana mgr Mateusza Wdowiaka stosowng nagroda.

Z wyrazami szacunku,
Prof. dr hab. Robert Czajkowski

Zakiad Badania Zwigzkow
Biologicznie CzynnycrMWB UG | GUMed

Gdansk, 28.05.2024
04 ¢ AN~

prof. dr hab. Robert Czajkowski
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