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RECENZJA

Pracy doktorskiej Pana Mateusza Wdowiaka

pt.. ,,Stabilization of bacteriophages against adverse conditions”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgra Mateusza Wdowiaka zostata
wykonana w Zaktadzie Chemii Fizycznej Uktadow Biologicznych, w Instytucie Chemii
Fizycznej PAN w Warszawie, pod kierunkiem Pana dra hab. Jana Paczesnego, profesora
instytutu oraz kierownika Zespohlu 2 ,, Zywe materiaty”. Badania zawarte w niniejszej pracy
byly wspierane finansowo w ramach: 1) grantu SONATA BIS zatytutowanego ,,Modyfikacja
stabilnosci wirionéw - stabilizacja i dezaktywacja wirusow” Kierowanego przez Promotora.
oraz 2) projektu o akronimie HYPHa, realizowanego w ramach programu TEAM-NET
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj
2014-2020.

Motywacjg do podjecia pracy nad tematem polepszenia stabilizacji bakteriofagow
wobec roznych czynnikow zewnetrznych byl fakt postrzegania bakteriofagow jako
sprzymierzencéw w walce z patogenami (bakteriami chorobotworczymi). Z tej perspektywy,
bakteriofagi jawi¢ si¢ moga nawet jako bron biologiczna albo przyszie leki do zwalczania
infekcji wywotywanych przez lekooporne bakterie. Zatem uzasadniona jest potrzeba
opracowania nowych metod i procedur pozwalajacych zwigkszy¢ ich przezywalnos¢ na
dziatanie czynnikow zewngtrznych, migdzy innymi promieniowania UV czy tez wysokiej

temperatury.
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Ocena pracy

Z formalnego punktu oceniana praca doktorska ma forme¢ jednotomowego
opracowania z podziatem na 9 glownych czesci. Poprzedzone sg one streszczeniem pracy
zaroOwno w jezyku polskim, jak i w jezyku angielskim, po ktorym zamieszczony zostat wykaz
uzytych skrotow oraz spis tresci. Dodatkowo na poczatku umieszczono jeszcze informacje
0 zrodlach finansowania badan oraz spis publikacji i patentow Doktoranta. Wtasciwg
rozprawe¢ rozpoczyna rozdziat 1 czyli 27-stronicowe teoretyczne wprowadzenie, rozdziat 2
omawia cele pracy, dalej w rozdziale 3 zawarta jest obszerna cze$¢ eksperymentalna.
Omowienie wynikow obejmuje rozdzialy 4-7, calos¢ podsumowano w rozdziale 8,
zawierajacym tez wnioski koncowe. Pracg konczy spis cytowanej literatury obejmujacy 258
pozycji opublikowanych w latach 1949 - 2024. Praca zostala napisana w jezyku angielskim
i obejmuje 133 strony, na ktorych tacznie zamieszczono 40 rysunkow.

W czgdci literaturowej (tj. rozdziale 1 zatytutowanym ,,Introduction to bacteriophage
stabilization”) Autor zapoznaje Czytelnika z przedmiotem swoich badan czyli bakteriofagami
ktadac gtéwny nacisk na stosowane metody ich stabilizacji tj. uzycie polimerow,
enkapsulacja, liofilizacja, zastosowanie nanomateriatow (np. nanoczastek ztota).

W kolejnym rozdziale (zatytulowanym ,,Goals and objectives”) w sposob zwiezty
zostat sformutowany cel pracy czyli opracowanie nowych metod stabilizacji bakteriofagow
przed niekorzystnymi warunkami, takimi jak niekontrolowana adsorpcja podczas
dlugotrwatego przechowywania, napromieniowanie UV, podwyzszona temperatura oraz
wysuszenie. Przy okazji Autor krok po kroku przedstawia nam motywacje do podjetych
badan, ktérych rezultaty mozna znalez¢ w czterech rozdziatach.

W rozdziale numer 3 zostaly zamieszczone informacje dotyczace stosowanych
odczynnikow, aparatury pomiarowej oraz analizy statystycznej. Ponadto opisany zostat
sposob otrzymywania powierzchni modyfikowanej nanokompozytem BOA (ang. gold-
oxoborate). Szczegdtowo opisano metody hodowania i sktadowania bakteriofagow, bakterii

i drozdzy oraz opisano poszczegdlne procedury pomiarowe dotyczgce ich ekspozycji na
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promieniowanie UV i/lub wysoka temperaturg. Osobno przedstawiono protokot postgpowania
dla testu MTT, procedury stabilizacji bakterii i bakteriofagobw za pomocag BB-PVME
w warunkach laboratoryjnych lub naturalnych oraz walidacji procedury prowadzacej do
ochrony zywnosci dzigki stabilizacji bakteriofagow za pomoca BB-PVME.

Jak juz wspomniano, Doktorant podzielit swoja prace badawcza na 4 czesci,
auzyskane wyniki zostaty przedstawione W rozdziatach od 4 do 7. Co nietypowe, kazdy
ztych rozdzialow poprzedzony jest informacja na temat ich publikacji oraz zawiera
dodatkowe wprowadzenie teoretyczne (w tym motywacje do podjetych badan)
I podsumowanie/wnioski koncowe. Po zapoznaniu si¢ z tymi rozdzialami, uwazam, ze
Doktorant zrealizowat cele rozprawy. Chciatabym tez podkresli¢, iz Autor w sposob jasny
i merytoryczny omawia rezultaty swoich badan oraz odnosi je do wynikow uzyskanych przez
innych badaczy.

Prace badawcza Doktorant zaczat od badania naczyn laboratoryjnych wykonanych
z polipropylenu i pokrytych nanokompozytem BOA (ang. gold-oxoborate), dla okreslenia na
ile adsorpcja fagow na tak zmodyfikowanych powierzchniach bedzie zahamowana. BOA-
modyfikowane materialy zostaly opracowane uprzednio przez Promotora (dra hab. Jana
Paczesnego, prof. instytutu) i wspotpracownikoéw, ktorzy wykazali antybakteryjne dziatanie
tak modyfikowanych naczyn plastikowych. W ramach niniejszej pracy, Doktorant wykazat
dodatkowo, iz BOA-modyfikowane polipropylenowe naczynia wykazuja wlasciwosci
przeciwgrzybicze (obserwowano 99% spadek ilosci Saccharomyces cerevisiae po 24h
inkubacji).

Dalsza czg$¢ rozprawy zwigzana jest z poszukiwaniem sposobow na uchronienie
bakteriofagéw przed ich dezaktywacja podczas sterylizacji przy pomocy promieniowania UV,
dziatania wysokiej temperatury czy tez obydwu tych czynnikow réwnocze$nie. Do
najwazniejszych rezultatow tej czesci pracy mozna zaliczy¢:

1) wykazanie, ze so0l disodowa kwasu 3,3'-([1,1-difenylo]-4,4'-diyl)bis(4-
aminonaftaleno-1-sulfonowego, czyli czerwien Kongo (CR), zapewnia ochrong

bakteriofagéw bezotoczkowych przed naswietlaniem UV. Dla CR okre$lono wartosci ECsp,
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ktore wynosza od 0,7% to 1,1% w zaleznosci od typu bakteriofagow. Co istotne, ochrona ta
nie dziata w przypadku komoérek bakterii Gram ujemnych i drozdzy, w przeciwienstwie do
bakterii Gram dodatnich;

2) wykazanie, ze inne zwigzki tj. barwniki reagujace na zmiany pH (Czern
eriochromowa T, fiolet krystaliczny, oranz metylowy, blekit tymolowy i czerwien fenolowa)
oraz powszechnie stosowane zwigzki barwigce lub absorbujace promieniowanie UV
(rodamina B, zielen SYBR i chinina) nie chronig wcale bakteriofagow przed destrukcyjnymi
skutkami promieniowania UV. Pewne dziatanie ochronne wykazat barwnik eozyna Y, lecz
Doktorant uznat, ze bylo to ,,ponizej pozadanego poziomu ochrony”;

3) wykazanie, ze wybrane barwniki spozywcze takze chronig bakteriofagi przed
negatywnymi skutkami promieniowania UV, a na dodatek w zakresie nizszych stezen.
W sumie przebadanych zostalo 8 barwnikéw spozywczych, a ich wartosci ECso mieszczg si¢
w przedziale od 0,11% do 0,33%. Co istotne, stwierdzono, ze tylko barwnik biekit brylantowy
FCF (BB) nie chroni bakterii Gram ujemnych przeciw ekspozycji na promieniowanie UV;

4) zaproponowanie mechanizmu ochrony bakteriofagéw przed promieniowaniem UV
z udziatem barwnika czerwieni Kongo (CR) i wykazanie, ze jest to mechanizm typu
,molecular sunscreen”. W tym przypadku dochodzi do wigzania czasteczek barwnika do
biatek kapsydu, co miejscowo zwicksza stezenie CR, a w konsekwencji prowadzi do
absorbcji promieniowania UV zanim dotrze ono do genomu wirionu;

5) wskazanie na istotne 3 elementy budowy barwnikow wykazujacych efektywne
dziatanie ochronne bakteriofagow przed promieniowaniem UV tj. obecnos¢ grup
sulfonowych, obecnos¢ grup hydroksylowych czy tez aromatyczny charakter;

6) dokonanie oceny uzytecznosci procedury z uzyciem promieniowania UV
w obecnosci CR i bakteriofagéw jako metody do wydajnej sterylizacji membrany bioreaktora
skazonego bakteriami Gram ujemnymi (jako model membrany bioreaktora wykorzystano
filtry strzykawkowe Nylon 66 0,22 um);

7) wykazanie, ze roztwér PVME (poli(eteru winylowo-metylowego)) chroni

bakteriofagi przed negatywnymi skutkami dziatania wysokiej temperatury. Ponadto
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poréwnanie dziatania ochronnego innych polimeréw (PEG 6000, PEG 20000, APEG, PVP,
PVME) wobec bakteriofagow poddanych dziataniu wysokiej temperatury i Stwierdzenie, ze
PVME wykazuje najlepszy efekt ochronny;

8) wykorzystanie rezultatow dotychczasowych badan i stworzenie optymalnej
mieszaniny BB-PVME (0,5% BB + 0,1% PVME), ktora przy udziale bakteriofagéw
i promieniowania UV stuzy¢ moze do sterylizacji membran w przemysle spozywczym.
Wykazanie aplikacyjnego charakteru rezultatow badan poprzez dokonanie oceny skutecznos$ci
preparatu BB-PVME w ochronie zywnos$ci pochodzenia roslinnego przed zanieczyszczeniami
bakteryjnymi, dzigki zwickszeniu stabilizacji bakteriofagow wobec promieniowania UV oraz
podwyzszonej temperatury, takze w warunkach naturalnych.

W rozdziale 8 Autor jeszcze raz w sposdb bardzo zwigzlty podsumowuje wyniki
uzyskane w poszczegolnych etapach swojej pracy i dodatkowo uswiadamia Czytelnikowi
trudno$ci w pracy eksperymentalnej wynikajace z wtasciwosci bakteriofagow.

Wedlug mnie, bardzo istotnym osiggnieciem Doktoranta jest zaproponowanie w/w
rozwigzania (mieszaniny BB-PVME) do ochrony bakteriofagow, a w konsekwencji do
ochrony ro$lin izywnosci przed niekorzystnym dziataniem bakterii w warunkach
nastonecznienia i co za tym idzie wysokiej temperatury oraz narazenia na wysuszenie. Warto
zaznaczy¢, ze w kontekscie uzycia optymalnego stezenia BB-PVME (0,5% BB + 0,1%
PVME) do ochrony zywnosci wykonano testy MTT na dwoch liniach komorek
nowotworowych - HelLa (komorki raka szyjki macicy) oraz A549 (komorki
niedrobnokomoérkowego raka ptuc), ktore wskazaty poziom przezywalnosci na poziomie 70-
75%. Jest to bardzo wazny wynik, bowiem badania z uzyciem hodowli komorkowych w celu
przewidywania wiasciwosci toksycznych roznych substancji chemicznych dodawanych do
zywnosci staty si¢ obecnie powszechne i niezbgdne. Zastanawia mnie jak wygladataby
przezywalno$¢ normalnych/zdrowych komorek, bowiem komodrki rakowe maja inng
przepuszczalnos¢ bton komorkowych, jak i zaburzony metabolizm. Czy przewiduje sie

jeszcze podjecie takich badan w przysztosci?
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Jezeli chodzi o eksperymenty majace na celu potwierdzenie przewidywanego
mechanizmu ochronnego dziatania barwnika CR na bezotoczkowe bakteriofagi przy
ekspozycji na promieniowanie UV (rozdziat 5.3.3.) to uwazam, ze Autor powinien wykonaé
pomiar widm absorpcji roztworéw bakteriofagéw (w buforze TM oraz PBS) zamiast cytowac
publikacje dotyczaca opracowanego dozymetru UV zawierajagcego nukleoproteine
(bacteriofaga T7; ATTCC11303-B7). Niemniej jednak faktem jest, ze biatko w znacznym
stopniu przyczynia si¢ do widma absorpcji bakteriofagow, co od dawna juz wykorzystywano
do obliczenia stezenia fagéw w wirionach/ml (Day i in., 1978). Prosz¢ o wyjasnienie, co
Doktorant chciatl przekazaé na rysunku 24D i w jaki sposob znormalizowano przedstawione
tutaj widma — bo raczej nie jest to dtugos¢ fali 586 nm jak wskazuje podpis pod rysunkiem.
Doktorant postuzyt si¢ zmiang absorbancji 1% CR przy dlugosci fali 600 nm od st¢zenia
fagobw T4, zeby skonstruowaé krzywa pokazang na rysunku 25 i obliczy¢ warto$¢ stalej
wigzania. Prositabym o pokazanie widm absorpcji, zarejestrowanych po kolejnych dodatkach
roztworu fagow T4. Zastanawia mnie bowiem, czy Doktorant obserwowat rozpraszanie i czy
wzrost absorbancji przy 600 nm nie jest tego skutkiem? Czy wykonany byt kontrolny
eksperyment, w ktorym mierzone byty widma absorpcji po kolejnych dodatkach fagéw T4 do
roztworu buforowego bez barwnika CR?

Ponadto, analizujac rysunki przedstawiajace dane stuzace do obliczen ECso dla
testowanych barwnikoéw zauwazylam, ze niejednokrotnie bledy pomiarowe dla
poszczegbdlnych wynikow sg bardzo duze (na przyktad na rysunku 8 dla przezywalnosci
fagow MS2 poddanych naswietlaniu UV w obecnosci réznych stgzen CR - od 0,001% do
2,000% ). Czy zatem obliczone wartosci ECso mozna przyjac¢ za prawidlowe?

Abstrahujac, chciatabym podkreslic, ze wysoko oceniam tadunek merytoryczny
ocenianej dysertacji. Jestem pod wrazeniem nie tylko ogromnej iloéci pracy wlozonej przez
mgra Mateusza Wdowiaka podczas realizacji celdéw pracy doktorskiej, ale takze
réznorodnosci tej pracy — zwlaszcza nalezy zwrdci¢ uwage na jej interdyscyplinarny charakter

(m.in. biologia molekularna, chemia fizyczna).
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Z uwagi na fakt, iz praca jest napisana w jezyku angielskim trudno mi ocenié
poprawnos$¢ stylu, ale tez praktycznie nie zauwazylam literowek. W Kkilku miejscach
Doktorant uzyt okre$lenia ,,absorption” zamiast “adsorption” (np. na stroniec 47 lub 49).
Podpis pod rysunkiem 4 zawiera btad — powinno by¢ ,,The inset in F) /.../” zamiast ,, The inset
in C) /.../”. Wykaz skrétow jest bardzo skapy, brakuje tam choc¢by rozwinigcia skrotu BOA
(ang. gold-oxoborate). Czy opis osi y na rysunku 24A oraz 24B jest prawidlowy tzn. czy
przedstawione widma na pewno sg znormalizowane? Na rysunku 24D nie dostrzegam widma
T4. Rysunek 28 bylby bardziej czytelny, gdyby skala osi x konczyta si¢ przy 500 nm. Z uwag
redaktorskich dodam jeszcze tylko, Ze rOwnania zawarte w pracy (strona 78-79) powinny by¢
ponumerowane. W tym miejscu nalezy stwierdzi¢, ze wyzej wymienione uwagi, W zaden
sposob nie wplywaja na moja pozytywng oceng rozprawy.

Jak wspomniano na poczatku, W niniejszym opracowaniu zawarto tez informacje na
temat dziatalno$ci naukowej Doktoranta. | tak, Pana Mateusz Wdowiak jest wspotautorem
9 publikacji (7 byto opublikowanych w dniu sktadnia rozprawy) oraz 1 przyznanego patentu
i 1 zgloszenia patentowego. Brak jest informacji o aktywnosci konferencyjnej Doktoranta.
Pan mgr Wdowiak brat udziat w realizacji grantu NCN SONATA BIS nr
2017/26/E/ST4/00041 ,Modyfikacja stabilnosci wirionéw - stabilizacja i dezaktywacja
wirusow”, ponadto badania przedstawione w niniejszej dysertacji byty tez finansowane przez
FNP (program TEAM-NET) w ramach projektu POIR.04.04.00-00-14D6/18-00 “Hybrid
sensor platforms for integrated photonic systems based on ceramic and polymer materials
(akronim HYPHa)”.

Podsumowujac, podjeta tematyka dotyczaca ograniczenia negatywnego wplywu
czynnikow zewngtrznych (niekontrolowanej adsorpcji, promieniowania UV, podwyzszonej
temperatury) na bakteriofagi jest jak najbardziej aktualna i niewatpliwie ma potencjal
aplikacyjny, o czym s$wiadcza zgloszenia patentowe. Uzyskane oraz opisane w ramach
przedstawionej pracy wyniki bezsprzecznie poszerzyly wiedzg¢ na temat bakteriofagéw i nie
tylko dostarczyly cennych informacji na temat sposobow ich stabilizacji, ale tez wskazaty na

mozliwe mechanizmy za tym stojace. Ponadto, otrzymane rezultaty moga stanowi¢ punkt
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wyjscia do podejmowania kolejnych prac badawczych nad opracowaniem selektywnych

metod do stabilizacji wybranych mikroorganizméw czy tez przy produkcji szczepionek.
Wniosek koncowy

Niniejszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgra Mateusza
Wdowiaka zatytulowana ,,Stabilization of bacteriophages against adverse conditions”
spetnia kryteria okreSlone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pozn. zm.) i wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o przyjecie
rozprawy 1 dopuszczenie mgra Mateusza Wdowiaka do dalszych etap6w postepowania
doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na szeroki zakres badan, jak i ich wartosciowy naukowo, a takze
udowodniony charakter aplikacyjny otrzymanych rezultatéw (co potwierdza obecnosé
w dorobku naukowym patentu, o numerze P.441359 oraz zgloszenia patentowego z dnia
02.02.2024, o numerze P.447692) wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizyczne;j

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem,
Dee. s

dr hab.\ Anna Dembska, prof. UAM
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