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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Wdowiaka pt. ,,Stabilization of bacteriophages against

adverse conditions”

Opracowanie nowych i skutecznych metod walki z rozprzestrzeniajacymi si¢ 1 lekoopornymi
drobnoustrojami stato si¢ bardzo waznym celem badaczy z pogranicza wielu dziedzin. Zastosowanie
bakteriofagbw wykazujacych wysoka specyficzno$¢ wzglegdem konkretnych bakterii, ktére sa
dodatkowo w stanie ewoluowac rownie szybko jak patogenne drobnoustroje, wydaje si¢ idealnym
rozwigzaniem w czasach antybiotykooporno$ci. Dlatego bardzo waznym zadaniem jest opracowanie
skutecznych metod walki z patogennymi bakteriami, ktore w odroznieniu od lekow, bedacych
substancjami chemicznymi, ulegaja tatwemu uszkodzeniu ze wzgledu na obecnos$¢ bialek i materiatu
genetycznego. W zagadnienia te wpisuje si¢ recenzowana praca mgr. Wdowiaka, ktora zostata
wykonana w Instytucie Chemii Fizycznej PAN w Warszawie pod opieka naukowg dr. hab. Jana
Paczesnego, prof. IChF.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska ma charakter rozprawy, cho¢ moglaby by¢ tzw.
,»spinka” ze wzgledu na ilo$¢ opublikowanych prac (trzy opublikowane artykuty oraz dwa wystane
do wydawcy), ktore staly sie jej podstawa. Nalezy wspomnieé, ze we wszystkich z nich Doktorant
jest pierwszym autorem. Praca doktorska napisana zostata w jezyku angielskim i liczy 133 strony.

Cho¢ oceniana praca jest rozprawa, to jej struktura jest nieco odmienna od wigkszo$ci recenzowanych




dotad przeze mnie rozpraw, gdyz rozdziaty prezentujace rezultaty poprzedzone sg kazdorazowo
krotkim wstepem mimo pierwszego rozdziatu bedacego niewatpliwie wprowadzeniem w tematyke
rozprawy. Jest on jednakze krotki (16 stron), co wyjasnia sens wspomnianych wstepow w rozdziatach
eksperymentalnych. Rozdziat pierwszy zatytutowany ,,Wprowadzanie do stabilizacji bakteriofagow”
prezentuje podstawowe informacje na temat bakterii, ich rozpowszechnienia, podziatu na gatunki
nieszkodliwe dla ludzi, zwierzat i roslin oraz te patogenne. Autor obrazowo opisat rowniez szkody
wywotywane przez bakterie patogenne nie tylko dla ludzi, ale szkodliwe dla przemystu czy rolnictwa.
Jednak wstep zawiera przede wszystkim informacje na temat bakteriofagéw, ich budowy, cyklu
zyciowego czy wysokiej specyficznos$ci wzgledem bakterii, a takze terapii fagowych. Najistotniejsza
dla rozprawy jest jednak stabilizacja samych fagdéw i temu zagadnieniu pos§wigcony jest najdiuzszy
rozdziat, w ktérym Autor przedstawia stosowane metody stabilizacji wskazujac zardwno na ich zalety
jak i wady. Metody te opisane sg w nieprzypadkowy sposob, tak by bardzo spojnie taczy¢ sie ze soba,
a opisane informacje sg przydatne w zrozumieniu kolejnych technik/metod. Autor jako
najistotniejsza, lub raczej najbardziej obiecujaca metodg, wskazuje stabilizacje dzigki
nanomateriatlom. Wstep rozprawy mimo swojej krotkiej formy jest bardzo treSciwy, co jest jego
ewidentng zaletg. Zawiera wszystkie niezbedne informacje potrzebne czytelnikowi by poja¢ w petni
cel pracy.

Cel przedstawiony jest w kolejnym, dwustronicowym rozdziale. Niepotrzebnie moze Autor
zawart tu informacje o wadach metod stosowanych w stabilizacji. Moglyby one spokojnie stanowi¢
ostatni rozdzial Wprowadzenia. To samo, z odno$nikami literaturowymi, ktorych raczej nie stosuje
si¢ przy definiowaniu celu pracy. Autor rOwniez w nietypowy sposob prezentuje tu zawartos¢
rozdziatow eksperymentalnych zdradzajac nawet uzyskane wyniki. Mimo tego, rozdzial jest spojny
1 jasno z niego wynika, ze celem pracy bylo opracowanie metod zwigkszajacych stabilizacje czy
miano bakteriofagow, t. j. metody zapobiegajacej niekontrolowanemu osadzaniu si¢ na powierzchni
przy dhugotrwatym przechowywaniu fagow, zwigkszonej temperaturze, promieniowaniu UV czy

wysychaniu.



Cze$¢ eksperymentalna pracy napisana jest bardzo porzadnie i zawiera liste stosowanych
odczynnikow, materiatdbw oraz procedur uzytych przy otrzymywaniu nanomateriatow, preparacji
bakteriofagdw i ich dalszemu uzyciu. Znalaztem tu kilka drobnych bledéw, jak choéby stosowanie
wielkich liter w §rodku zdan wymieniajacych odczynniki czy brak kursywy w nazewnictwie pewnych
odczynnikow. Zaciekawita mnie informacja, ze fagi LR1 PAO1 byly izolowane z wody morskie;j
z Zatoki Gdanskiej. Czy Doktorant dokonywat tej izolacji? W rozdziale brak jest rowniez informacji
0 zaangazowaniu wspotautoréw w poszczegolne badania. Prosze zatem by podczas obrony,
Doktorant mégl przedstawi¢ kréotko udziat swdj oraz innych autoréw w prezentowanych badaniach.

Podstawa pierwszego etapu badan byta obserwacja, opublikowana wcze$niej przez prof.
Paczesnego, ze bakteriofagi moga lepic si¢ do powierzchni plastikowych, co skutkuje zmniejszeniem
ich ilo$¢ w czasie przechowywania. Jest to zdecydowane jeden z czynnikoéw utrudniajgcych ich dalszg
aplikacje. W zwigzku z tym Doktorant podjat si¢ dziatan majgcych na celu zapobiezeniu przyklejania
si¢ fagdw i tym samym zwigkszeniu stabilnosci roztworow, w ktorych sa one zawieszone. W celu
kontroli hydrofobowosci powierzchni plastikowych zastosowat ich optaszczanie nanokompozytem
ztoto-oksoboranowym (BOA). Plaszcz polioksoboranowy wykazuje wilasciwosci amfifilowe
zmieniajgc hydrofobowos$¢ powierzchni plastikowych, na ktorym jest zdeponowany w postaci
nanomateriatu. Doktorant przeprowadzit syntez¢ nanoczastek ztota, optaszczyt je BOA, a nastepnie
scharakteryzowat uzyskane powierzchnie analizujgc sklad pierwiastkowy oraz wykonat seri¢ zdjec¢
z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego. Wyniki EDAX ukazaty duzg zawarto$¢ wegla
Z polipropylenu (93,19%) oraz 6,81% ztota. Analiza ta nie ukazata zawarto$ci boru czy tlenu.
Dlaczego? Nastgpnie Autor zastosowat trojkrotnie optaszczone naczynka do badan z zuzyciem
bakteriofagéw. Wykazaty one, ze po 24 godzinach inkubacji w optaszczonych naczynkach fagi MS2
oraz M13 wykazaty o 99% mniejsza adherentno$¢ w porownaniu do préoby kontrolnej bez
optaszczenia. Natomiast fagi T4 wykazywaly adherentno$¢, jednakze zmniejszong o ok. 50%
w stosunku do kontroli. Wyjasnieniem tego zjawiska byl wysoki kat zwilzania wodg tychze fagow

I tym samym ich zwigkszona adherencja. Doktorant wykonat rowniez badania porownawcze wzrostu



bakterii Escherichia coli, Staphylococus aureus oraz drozdzy Sacharomyces cerevisiae
w optaszczonych naczynkach. Wyniki ukazaly, ze naczynka obnizaja wyraznie wzrost drozdzy
I bakterii Gram-pozytywnych, a mniej bakterii Gram-ujemnych. Uzyskane wyniki pokazuja, ze
optaszczenie powierzchni plastikowych nanokompozytem BOA jest latwe w wykonaniu oraz
nieszkodliwe dla $rodowiska. Powierzchnie wykazuja wysoka aktywno$¢ antygrzybiczna
1 bakteryjna zwigkszajac zarazem stabilnos¢ fagow.

Najobszerniejszy rozdzial rozprawy zostat po§wigcony stabilizacji fagdw przy ekspozycji na
promieniowanie UV za pomocg powszechnie stosowanych barwnikow. Promieniowanie UV
stosowane w procesach sterylizacji (przeciwbakteryjnej) wespot z bakteriofagami obniza ich miano
ze wzgledu na szybkie uszkodzenia zarowno struktur biatkowych jak i samego materialu
genetycznego. Istnieje zatem potrzeba opracowywania metod, ktore zapewnityby skuteczng
sterylizacje UV wraz z zapewnieniem odpowiedniego poziomu fagéw dziatajacych réwniez
bakteriobojczo. W pierwszej kolejnosci Doktorant przetestowat wpltyw czerwieni Kongo na ochrone
fagow przed promieniowaniem UV. Uzyskane rezultaty pokazuja, ze barwnik byt w stanie chroni¢
wszystkie testowane fagi dzicki wilasnej absorbcji UV, lecz w réznym stopniu. Wyznaczone
parametry Eso wykazaly, ze minimalne st¢zenie barwnika zaleznie od fagéw winno wynosi¢ ok 1%.
Parametr Eso wyznaczany byl poprzez dopasowanie roOwnania Hilla do testu przezyciowego,
w ktorym zmianie ulegato stezenie barwnika. Moje pytanie jest takie, czy wspotczynnik Hilla, ktory
nie zostat podany w pracy niesie rowniez ze sobg jakas informacje o wptywie UV na bakteriofagi lub
0 samym barwniku? Doktorant zauwazyt rowniez, ze czerwien Kongo usuwa drozdze nawet bez
promieniowania. Z czym to jest zwigzane? W kolejnym kroku zostaty przetestowane inne popularne
barwniki uzywane jako indykatory pH oraz substancje wybarwiajace komorki. Nie wykazaty one
jednak zadawalajacej ochrony. Jedynie Eozyna Y chronita testowane fagi w pewnym stopniu. Autor
rowniez przetestowal barwniki uzywane w przemysle spozywczym. Wszystkie testowane barwniki
byty tu w stanie chroni¢ fagi o r6znej morfologii przed promieniowaniem UV. Ponadto, wyznaczone

parametry Eso wskazuja, ze moga by¢ stosowane w wyraznie nizszych stezeniach, okoto 0.2-0.3%.



Przy tym opisie zabrakto mi konkluzji. Czy oznacza to, ze sa one skuteczniejsze od czerwieni Kongo?
Ciekawym testem byta rowniez analiza ochronnego wptywu barwnikow zarowno na bakterie i jej
specyficzne bakteriofagi. Poza jednym z nich, bigkitem brylantowym, wszystkie barwniki chronity
zaro6wno gosci jak i gospodarzy. Czy Doktorant ma pomyst, skad bierze si¢ ta roznica w ochronie?
Wielkg zaleta badan Autora byla proba wyjasnienia mechanizmu ochronnego testowanych
barwnikow. Wedlug Autora mechanizm ten zachodzi wedle tzw. modelu molekularnego filtra
przeciwstonecznego (ang. molecular sunscreen), w ktérym to barwnik taczy si¢ z powierzchnig faga
tworzac warstwe absorbujaca promieniowanie UV. W tym celu przeprowadzil on pomiary
spektroskopii absorpcyjnej UV-vis barwnika z réoznymi fagami i zauwazyl przesunigcia pasm,
swiadczace o oddzialywaniu biatek kapsydu z barwnikiem. Przeprowadzone miareczkowanie
pozwolilty na wyznaczenie stalej asocjacji bakteriofaga T4 z czerwienia Kongo wynoszaca
1.3-10* M1, Uzyskany wspotczynnik obsadzenia N byl bardzo wysoki >10* $§wiadczacy pozytywnie
0 rodzaju mechanizmu. Autor wspomina rowniez, ze najbardziej prawdopodobnym celem
oddziatywan sg regiony biatka bogate w kartki beta. Czy Doktorant ma wiedzg, jakie biatka kapsydu
mogg oddziatywa¢ z barwnikiem 1 dlaczego te struktury drugorzedowe sa najbardziej
prawdopodobnym celem? Ponadto, z czystej ciekawosci, prosze o krotkie przyblizenie metody
Scatchard, uzytej do wyznaczenia statej oddziatywania. Jaki jest biad tej statej 1 o jakiej regresji
liniowej (R% = 0.99) jest mowa w rozprawie? Kolejne pytanie dotyczy tego, czy Doktorant probowat
lub rozwazat jakie$ inne metody badan oddziatywan bakteriofag-barwnik i ewentualnie dlaczego ich
nie uzyt lub nie zaprezentowat?

Ciekawym spostrzezeniem, ktorego dokonal Autor jest to, ze barwniki efektywne w ochronie
bakteriofagéw powinny zawiera¢ ugrupowania sulfonowe, ktére oddziatywac maja elektrostatycznie
z grupami aminowymi (lizyna) w biatkach oraz to, Ze obecnos¢ grup hydroksylowych w czasteczce
barwnika sprzyja tworzeniu si¢ wigzan wodorowych. Jesli tak jest, to przydatne byloby sprawdzenie
czy oddziatywanie stabnie w obecnosci wysokiej sity jonowej lub obecnosci soli chaotropowych. Czy

Doktorant rozwazat takie podejscie? Tzw. ,,wisienkg na torcie” w badaniach Doktoranta nad



ochronng rola barwnikéw bylo zastosowanie czerwieni Kongo do sterylizacji membran w filtrach
PTFE. Jak pokazano, uzycie barwnika do sterylizacji pod wpltywem promieni UV byto nieskuteczne
w usuni¢ciu E. coli praz P. aeruginosa. Dopiero zastosowanie trzech czynnikow- bakteriofagow,
barwnika i UV okazalo si¢ niezwykle skuteczne w procesie sterylizacji membran.

W kolejnym kroku badan Doktorant przyjrzal si¢ ochronnej roli polimeréw rozpuszczalnych
w wodzie na eskpozycje¢ bakteriofagow na zwickszong temperaturg. W swoich badan poréwnat ze
soba popularny PEG o roznej dlugosci oraz jego pochodne, a takze termoczuty polimer PVME.
W tym celu wyznaczyt optymalne stezenie polimeru na witalno$¢ fagow T4, a wykonany test
porownawczy wykazal, ze tylko PVME wykazuje ochronny wplyw na testowane fagi przy wyraznie
ubozszym ochronnym wplywie PEGeooo lub pomijalnym wptywie innych polimeréw. Badania
z uzyciem cryoSEM wykazaty jednak, Ze polimer nie oddziatluje z fagami, a jego dziatanie ochronne
polega na pochlanianiu energii cieplnej i zamianie jej na wigzania chemiczne. Czy Autor ma tu na
mysli sieciowanie czasteczek polimeru potaczone z dehydratacja czy tworzenie jeszcze jakich$
innych wigzan? Ostatni etap badan Doktoranta to opracowanie szybkich i efektywnych protokotow
do sterylizacji membran, powierzchni ro$lin (salaty) czy eliminacji zanieczyszczen bakteryjnych.
W tym celu wykorzystal polgczenie ochronnego wplywu biekitu brylantowego, jako bardziej
przyjaznego organizmom zywym, promieniowania UV oraz formulacj¢ z uzyciem polimeru PVME.
Testowane przez niego kombinacje czynnikow ochronnych fagdw wykazaty, ze najlepszy rezultat
uzyskuje si¢ wowczas, gdy do sterylizacji uzyje si¢ bakteriofagdw, barwnika, promieniowania UV
oraz termoczutego polimeru. W jaki sposdb wyglada aplikowanie uzyskanego preparatu na zywe
rosliny 1 w jaki sposéb bada si¢ wowczas poziom aktywnych bakteriofagow?

Opis rezultatow konczy si¢ krotkim podsumowaniem uzyskanych wynikow wraz z ogdlnymi
przemyS$leniami na temat bakteriofagbw 1 potrzeby pracy nad ich zastosowaniu w walce
z patogennymi i szkodliwymi bakteriami.

Przedstawiona do recenzji rozprawa prezentuje ogrom pracy wlozonej w optymalizacje

warunkow majacych celu zwiekszenie stabilnosci bakteriofagow. Szczegdlnie wartosciowe, poza



samymi spostrzezeniami i wynikami, jest ustalenie przez Doktoranta mechanizmu, wedle ktérego
dany czynnik poprawia miano fagéw lub na niego nie wptywa. Pozostaje jeszcze wiele pytan, ale
mysle, ze podczas swojej prezentacji jak i obrony Pan Wdowiak rozwinie niewyjasnione watki. Nie
mam zasadniczych zastrzezen do recenzowanej pracy, a swoje watpliwos$ci czy pytania zawarlem
powyzej. Rozprawe czyta si¢ bardzo dobrze i muszg¢ przyznaé, ze jest to jedna z najlepiej napisanych
prac doktorskich, jakie do tej pory czytalem, mimo pewnych roéznic w strukturze do klasycznych
rozpraw. Mysle, ze wlasnie te odstepstwa dodaty wiele walorow. Wartym podkreslenia jest to, ze
Autor bardzo logicznie i sprytnie polaczyt ze sobg rozdzialy, tworzac tym samym bardzo dobra
lekture. Przekonany jestem, ze jest to rowniez zastuga Promotora rozprawy. Praca opatrzona jest
starannie wykonanymi ilustracjami. Zawiera pomocna listg¢ stosowanych skrotéw, a takze informacje
o finansowaniu badan czy publikacjach wchodzacych w sktad doktoratu, jak i powstatych w wyniku
realizacji innych projektow, a takze informacje¢ o zgloszeniach patentowych. Przyznaje, ze
osiggnigcia Doktoranta na polu nauki s3 co najmniej ponadprzeci¢tne. Zarowno osiggnigcia jak
i forma uzyta do przygotowania pracy wskazuja na duzy entuzjazm naukowy Kandydata do stopnia
doktora.

Podsumowujac stwierdzam, ze cel og6lny pracy zostat zrealizowany przez Doktoranta,
a mianowicie opracowal nowe rozwigzania (i wyjasnit ich podloze molekularne czy fizyczne)
zwigkszajace stabilno$¢ bakteriofagow 1 pozytywnie wptywajace na ich przechowywanie czy prace
laboratoryjna, a takze aplikacyjng. Doktorant krok po kroku opisat zarowno sukcesy jak i porazki
swoich dziatan, cho¢ tych ostatnich prawie w ogéle w pracy nie ma (lub nie zostaly przedstawione).
Rezultaty badan Doktoranta wnoszg istotng wiedz¢ na temat zarowno samych bakteriofagow jak
1 metod ich produkcji, przechowywania 1 pracy z nimi. Drobne potknigcia jak na przyktad niefortunne
sformutowania czy tez drobne bledy gramatyczne nie umniejszajag mojej bardzo wysokiej oceny
przedstawionych osiagnie¢ Pana mgr Mateusza Wdowiaka. Rozprawa doktorska zostala
przygotowana w sposob staranny od strony merytorycznej 1 edytorskiej. Zawiera pelng dokumentacje

przeprowadzonych badan, ciekawa 1 rzetelng dyskusje uzyskanych wynikéw, poprawnie



sformutowane wnioski. Wszystkie rysunki zostaly wykonanie rzetelnie. Stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pan mgr Mateusza Wdowiaka w peini spetnia kryteria
stawiane rozprawom doktorskim zwarte w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. W zwigzku z tym, z pelnym przekonaniem stawiam wniosek do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Mateusza Wdowiaka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage zaréwno ilo$¢ przeprowadzonych badan,
jak 1 ich rangg oraz to, ze badania zostaly juz opublikowane lub sa w trakcie publikacji wnosze

0 wyrdznienie ocenianej rozprawy.
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