Streszczenie

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania enzymow
immobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej (CB) jako czynnikéw degradujacych
polisacharydowe sktadniki macierzy biofilmu P. aeruginosa oraz wspomagajacych proces
antybiotykoterapii.

W ostatnich latach nastapit znaczacy postgp w wykorzystaniu zaréwno naturalnych,
jak i syntetycznych polimeréw jako materiatow biomedycznych. Wsréd naturalnych polimeréw
szczegolnym zainteresowaniem cieszy si¢ celuloza bakteryjna, ktéra jest syntetyzowana przez
wiele szczepow bakterii z rodzaju Komagataeibacter. Biopolimer ten charakteryzuje sie
unikalnymi wlasciwo$ciami materiatowymi, takimi jak wysoka krystaliczno$é czy wytrzymato$é
mechaniczna, co predysponuje CB do zastosowan w aplikacjach biomedycznych jako doskonaty
material opatrunkowy lub nosnik dla réznego rodzaju substancji aktywnych. Mimo to, nadal
istotnymi czynnikami ograniczajagcymi powszechne wykorzystanie CB jest kosztowny proces jej
wytwarzania oraz brak wiasciwosci bakteriobojczych i antybiofilmowych.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zbadano potencjat polieteru silikonowego jako
dodatku do medium hodowlanego Hestrin—Schramm (HS), w celu podniesienia efektywnosci
produkcji CB  przez szczep Komagataeibacter — xylinus. Modyfikacja whasciwosci
fizykochemicznych medium poprzez znaczace obnizenie jego napigcia powierzchniowego
wplyneta korzystnie na wydajnos¢ procesu syntezy CB. Otrzymany z wykorzystaniem
modyfikowanego medium hodowlanego biopolimer charakteryzowat si¢ lepszymi parametrami
wodnymi, a takze nie wykazywat cytotoksycznosci wzgledem komorek eukariotycznych,
co potwierdzito jego przydatnos$¢ w zastosowaniach biomedycznych.

W niniejszej pracy udowodniono rowniez, ze immobilizacja na powierzchni membran CB
hydrolazy glikozydowej PelAn lub liazy alginianowej, enzyméw majacych zdolnosé do degradacii
kluczowych  elementéw  polisacharydowych macierzy biofilmowej, moze skutecznie
destabilizowa¢ proces wytwarzania biofilmu przez P. aeruginosa. Ponadto wykazano,
ze unieruchomienie liazy alginianowej na powierzchni CB istotnie zwieksza wrazliwos¢ komorek
P. aeruginosa na gentamycyne, co umozliwia obnizenie dawki terapeutycznej.

Modyfikacje struktury CB zmieniajgce jej wlasciwosci fizykochemiczne moga poszerzy¢
jej zastosowanie w formie suchej jako nosnika dla substancji aktywnych. W badaniach wtasnych
przeprowadzono modyfikacj¢ powierzchni CB niskocisnieniowa plazmg argonowa, przy uzyciu
argonu jako gazu roboczego (LPArP). Stwierdzono, ze dzieki modyfikacji powierzchni CB
z wykorzystaniem LPArP i znajomosci whasciwosci strukturalnych enzyméw mozna kontrolowaé
proces ich uwalniania z powierzchni nosnika. Ponadto, unieruchomienie enzyméw PelAy, i PsIG
na modyfikowanej z wykorzystaniem LPArP CB nie wplywa istotnie na zachowanie ich
aktywnosci antybiofilmowej.

Podsumowujac, w przeprowadzonych badaniach dowiedziono, ze unikalna struktura
celulozy bakteryjnej umozliwia jej zastosowanie jako nosnika do immobilizacji specyficznych
enzymow, takich jak PelAn, PslGn, czy liaza alginianowa, nadajacych jej wihasciwoscei
antybiofilmowe. Takie innowacyjne rozwigzanie moze wspoméc walke z zakazen ran wywotanych
przez P. aeruginosa, poprzez hamowanie procesu formowania biofilmu i zwigkszenie
lekowrazliwosci tych patogennych mikroorganizmow.
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Abstract

The aim of the doctoral dissertation was to investigate the potential use of enzymes
immobilized on bacterial cellulose (BC) membranes as agents for degrading polysaccharide
components of Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix and supporting the process of antibiotic
therapy.

In recent years, there has been significant progress in the utilization of both natural and
synthetic polymers as biomedical materials. Among natural polymers, BC has gained particular
interest due to its efficient synthesis by various strains of Komagataeibacter bacteria. This
biopolymer exhibits unique material properties, such as high crystallinity and mechanical strength,
which make BC highly suitable for biomedical applications as an excellent wound dressing
material or as a carrier for various active substances. However, despite these advantages, the
utilization of BC is still limited by its costly production process and the lack of bactericidal and
anti-biofilm properties.

During the research conducted in this doctoral thesis, the potential of silicone polyether
as an additive to the Hestrin-Schramm (HS) growth medium was examined to enhance the
efficiency of BC production by the Komagataeibacter xylinus strain. It was shown that the
modification of the physicochemical properties of the cultivation medium, achieved by
significantly reducing its surface tension, had a beneficial impact on the yield of BC synthesis
process. Furthermore, it was demonstrated that the biopolymer obtained using the modified growth
medium exhibited improved water parameters and demonstrated non-cytotoxicity towards
eukaryotic cells, confirming its suitability for biomedical applications.

This study also demonstrated that the immobilization of glycoside hydrolase PelAn
or alginate lyase, enzymes capable of degrading key polysaccharide components of the biofilm
matrix, on the surface of BC membranes can effectively destabilize the process of biofilm
formation by P. aeruginosa. Furthermore, it was shown that immobilizing alginate lyase on BC
significantly increases the sensitivity of P. aeruginosa cells to gentamicin, allowing for a reduction
in the therapeutic dose and enhancing the safety of the applied antibiotic therapy.

Modifications of the BC structure, altering its physicochemical properties, can expand its
application as a dry carrier for delivering active substances. Therefore, in current research the
surface modification of BC using low-pressure argon plasma with argon as the working gas
(LPArP) was conducted. It was observed that through surface modification with LPArP and
understanding the structural properties of enzymes, the release process from the carrier surface can
be controlled. Furthermore, it was also demonstrated that the anti-biofilm activity of PelAn and
PsIGi enzymes was not significantly affected by their immobilization on the LPArP-modified BC.

In conclusion, the conducted research has demonstrated that the unique structure
of bacterial cellulose enables its use as a carrier for immobilizing specific enzymes, such as PelAp,
PslGn, and alginate lyase, conferring it with anti-biofilm properties. This innovative approach can
potentially aid in combating wound infections caused by P. aeruginosa by inhibiting the biofilm
formation process and enhancing the susceptibility of these pathogenic microorganisms

to antibiotics.
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Celowo$¢ podjetej tematyki badawczej

W ostatnich latach nastgpit znaczacy postep w wykorzystaniu zardwno naturalnych, jak i
syntetycznych polimeréw jako materiatow biomedycznych. Celuloza jest najobficiej
wystepujacym naturalnym polimerem na Ziemi. Stanowi podstawowy skladnik strukturalny
Sciany komoérkowej roslin, natomiast moze by¢ rowniez syntetyzowana zewnatrzkomorkowo w
formie biofilmu przez mikroorganizmy, min. bakterie z rodzaju Komagataeibacter. Celuloza
bakteryjna (CB) charakteryzuje si¢ wysoka czysto$cig chemiczng, wysoka krystalicznoscig i
porowatoscig. Ponadto CB jest materialem biokompatybilnym i biodegradowalnym o duzej
zdolnodci zatrzymywania wody i wytrzymatosci mechanicznej, co sprawia ze jest
wykorzystywana w wielu galeziach przemystu i biomedycynie jako nowoczesny materiat
opatrunkowy lub no$nik dla réznego rodzaju substancji aktywnych, w tym enzyméw. Pomimo
wielu zalet CB i szerokich mozliwosci jej zastosowania istnieje rOwniez szereg ograniczenh
zwigzanych z jej wykorzystaniem w skali laboratoryjnej i przemystowej, do ktoérych nalezy
nieefektywno$¢é syntezy i wysoki koszt mediéw hodowlanych oraz brak witasciwosci
bakteriobojczych i antybiofilmowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Chergzy dotyczaca
mozliwosci wykorzystania enzymdéw immobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej
(CB) jako czynnikow degradujgcych polisacharydowe sktadniki macierzy biofilmu P.
aeruginosa oraz wspomagajacych proces antybiotykoterapii doskonale wpisuje si¢ w ten nurt

badawczy.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej oraz ocena strony formalnej pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. M. Charezy zostala przedstawiona w formie 4
oryginalnych, wieloautorskich artykutéw opublikowanych w latach 2020-2023 w czasopismach
z listy Journal Citation Report (JCR) tj.: International Journal of Biological Macromolecules
(2022), Carbohydrate Polymers (2020), International Journal of Molecular Sciences (2023) oraz
Applied Sciences (2023). Nalezy podkresli¢ wysokie parametry bibliometryczne tych prac



(sumaryczny wspotczynnik oddzialywania Impact Factor, zgodnie z rokiem publikacji wynosi
25,38), jak rowniez ich spéjnosé¢ tematyczng. We wszystkich pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem, co wskazuje na Jej znaczacy udzial w powstaniu kazdej pracy. Zgodnie z
zalgczonymi o$wiadczeniami wspotautorow prac, Jej udzial w powstaniu w/w artykutéw jest
wiodacy 1 wigkszosciowy. Doktorantka uczestniczyta w opracowaniu koncepcji badan oraz we
wszystkich etapach eksperymentu, samodzielnie wykonywata cze$¢ pomiaréw, opracowywata
uzyskane wyniki, wykonywatla analizy statystyczne oraz brata udzial w przygotowywaniu
ostatecznej wersji manuskryptu. Kopie prac oraz suplementéw publikacji, ktore stanowig
oceniane osiagnigcie naukowe zostaly poprzedzone autoreferatem, ktéry zawierat kolejno:
streszczenia przygotowane w jezyku polskim i angielskim, teoretyczne wprowadzenie do tematu
rozprawy doktorskiej, hipotezy, cel badawczy, materialy i metody zastosowane w badaniach,
uzyskane wyniki, wnioski, opis pracy naukowo-badawczej oraz bibliografie. Doktorantka
przedstawita takze o$wiadczenia wspdtautoréw publikacji naukowych wchodzgcych w sktad
zaprezentowanego cyklu prac oraz sumaryczne zestawienie dorobku naukowego.

Glownym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Charezy byto zbadanie
mozliwosdci wykorzystania enzymdéw immobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej
(CB) jako czynnikéow degradujgcych polisacharydowe sktadniki macierzy biofilmu P.
aeruginosa oraz wspomagajgcych proces antybiotykoterapii. W ramach celu gtownego
Doktorantka postawita sobie réwniez cele szczegdtowe dotyczace:

e Oceny wplywu modyfikacji medium Hestrin—Schramm polieterem silikonowym na
efektywno$¢ syntezy celulozy przez szczep K. xylinus oraz wlasciwosci
fizykochemiczne i parametry wodne uzyskanej CB;

e Oceny cytotoksycznosci syntetyzowanych przez Komagataeibacter xylinus membran
CB wzgledem komorek eukariotycznych;

e Oceny wplywu immobilizacji biatka PelAh oraz liazy alginianowej na strukture

biofilmu wytwarzanego przez P. aeruginosa na powierzchni membran CB;




e Oceny wplywu zmian w strukturze biofilmu formowanego przez P. aeruginosa na
powierzchni CB z unieruchomiong liazg alginianowg na zmiany wrazliwosci bakterii
na genatmycyne;

¢ Oceny wptywu modyfikacji powierzchni CB przy uzyciu niskocisnieniowej plazmy z
wykorzystaniem argonu jako gazu roboczego na wilasciwoscei fizykochemiczne i
morfologiczne oraz profil uwalniania enzyméw PelAh i PsIGh z powierzchni
celulozy;

e Oceny wplywu uwalniania enzymoéw PelAh i PslGh z powierzchni CB
modyfikowanej niskoci$nieniowg plazmg z wykorzystaniem argonu jako gazu
roboczego na formowanie biofilmu przez P. aeruginosa.

Pierwsza z zaprezentowanych prac, zatytutowana Silicone polyether surfactant enhances
bacterial cellulose synthesis and water holding capacity opublikowana w 2022 roku w
renomowanym czasopi$mie International Journal of Biological Macromolecules. W pracy tej
zbadano potencjat polieteru silikonowego (SPS) jako dodatku do medium hodowlanego Hestrin—
Schramm (HS), w celu podniesienia efektywnosci produkcji CB przez szczep K. xylinus. We
wspotpracy z naukowcami z Poznanskiego Parku Naukowo - Technologicznego oraz
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu Doktorantka dokonata syntezy oraz
charakterystyki SPS. W kolejnym etapie badan Doktorantka wykazata, ze modyfikacja
wihasciwosei  fizykochemicznych medium poprzez znaczgce obnizenie jego napigcia
powierzchniowego wplyneta korzystnie na wydajno$¢ procesu syntezy CB. Otrzymany z
wykorzystaniem modyfikowanego medium hodowlanego biopolimer charakteryzowat sie
lepszymi parametrami wodnymi, a takze nie wykazywal cytotoksycznosci wzgledem komérek
mysich fibroblastow linii L929 oraz nie wplywatl na zywotno$é bakterii K. xylinus, co
potwierdzilo jego przydatno$¢ w nowoczesnych terapiach gojenia ran opierajacych si¢ na
wykorzystaniu tzw. mokrych opatrunkoéw. Dodatkowo we wspotpracy z naukowcami z Zaktadu
Chemii 1 Technologii Zwigzkéw Krzemu Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Doktorantka przeprowadzita analize stabilnosci termicznej CB. Otrzymane wyniki wykazaty
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brak negatywnego wplywu dodatku SPS na stabilno$é termiczng otrzymywanej CB,
potwierdzajac brak oddzialywania analizowanego surfaktantu na struktur¢ molekularng
biopolimeru. Uzyskane wyniki znakomicie wprowadzajg w tematyke kolejnych opublikowanych
manuskryptow.

Druga z prac Glycoside hydrolase (PelAh) immobilization prevents Pseudomonas
aeruginosa biofilm formation on cellulose-based wound dressing ukazala si¢ w czasopismie
Carbohydrate Polymers w 2020 roku. Celem badafi byta immobilizacja na powierzchni CB
domeny hydrolitycznej enzymu PelAh, majacej zdolno$¢ do rozktadu egzopolisacharydu Pel
obecnego w strukturze biofilmu wytwarzanego przez P. aeruginosa. We wstepnym etapie badan
Doktorantka przeprowadzita heterologiczng synteze PelAh, przygotowata nosnik (CB),
przeprowadzila immobilizacj¢ enzymu, a wydajnos$¢ procesu okreslita poprzez analize in silico
tadunku na powierzchni biatka PelAh. Analiza ta wykazala prawidlowg orientacje
unieruchomionego biatka na powierzchni nosnika, zapewniajgcg dostep do egzopolisacharydu
Pel wydzielanego przez P. aeruginosa podczas wytwarzania macierzy biofilmu. Nastepnie
Doktorantka okreslita wptyw immobilizacji biatka PelAh na formowanie biofilmu przez P.
aeruginosa na powierzchni nosnika przeprowadzajgc w tym celu dwuwymiarowg analizg
korelacyjng widm ATR-FTIR oraz analize morfologiczng (SEM), ktére uwidocznity zmiany w
strukturze macierzy zewngtrzkomérkowej biofilmu wytworzonego na powierzchni CB. W
kolejnym etapie badan Doktorantka badata wptyw immobilizacji enzymu PelAh na stabilnos¢
biofilmu P. aeruginosa. Zaprezentowane analizy pozwolily Jej na stwierdzenie, ze ilos¢
uwolnionych  komérek  bakteryjnych  wzrastata proporcjonalnie do ilosci PelAh
immobilizowanego na powierzchni nosnika, co potwierdza kluczowg role egzopolisacharydu Pel
w poczatkowych etapach wytwarzania i adhezji biofilmu P. aeruginosa. Wykazata roéwniez, ze

zarobwno enzym w formie rozpuszczonej, jak i membrany CB z immobilizowanym biatkiem

PelAh nie byt cytotoksyczny wzgledem komoérek mysich fibroblastéw linii L929.
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Trzecia praca Enhancement of inhibition of the Pseudomonas sp. Biofilm formation on
bacterial cellulose-based wound dressing by the combined action of alginate lyase and
gentamicin opublikowana w 2023 roku czasopismie International Journal of Molecular Sciences
dotyczyta wykazania, ze immobilizacja na powierzchni membran CB liazy alginianowej oraz
zastosowanie gentamycyny moze skutecznie destabilizowaé proces wytwarzania biofilmu przez
P. aeruginosa. Doktorantka badania rozpoczeta od przeprowadzenia charakterystyki uzyskanej
rekombinowanej liazy alginianowej oraz potwierdzenia efektywno$é dzialania enzymu w formie
rozpuszczonej wobec biofilmu P. aeruginosa. Dodatkowo we wspoOlpracy z naukowcami z
Katedry Inzynierii Polimeréw i Biomateriatow Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie Doktorantka wykazata, ze liaza nie wykazuje cytotoksycznosci
wzgledem komérek mysich fibroblastow tkanki tgcznej linii L929. Przeprowadzony w kolejnym
etapie badan proces immobilizacji enzymu na membranie CB umozliwit okreslenie wplywu
poczatkowego stezenia liazy oraz czasu immobilizacji na ilo$¢ zaadsorbowanego biatka. W celu
wyjasnienia mechanizmu adsorpcji Doktorantka dokonala analiz in silico, ktore wykazaly ze
liaza alginianowa oddzialuje z miejscami adsorpcyjnymi na powierzchni CB tworzgc
monowarstwe. Natomiast analiza rozktadu tadunku na powierzchni enzymu pozwolita
stwierdzi¢, ze centrum aktywne liazy charakteryzuje si¢ gltéwnie obszarami natadowanymi
dodatnio, a pozostata powierzchna molekularna biatka charakteryzowata si¢ gtdwnie obecnoscig
obszar6w naladowanych ujemnie. W kolejnym etapie badan Doktorantka wraz z naukowcami z
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie zbadata potencjat zeta na
powierzchni CB, ktory okazal si¢ zbyé zalezny od wartosci pH. Przeprowadzona analiza
wplywu adsorpcji liazy alginianowej na formowanie biofilmu przez P. aeruginosa na
powierzchni CB nie wykazata istotnych réznic, a analiza widm ATR-FTIR pozwolita stwierdzi¢,
ze immobilizacja liazy alginianowej wptywa na destabilizacj¢ biofilmu P. aeruginosa poprzez
zmiany w strukturze macierzy zewnatrzkomérkowej. Przeprowadzona w ostatnim etapie badan
rownoczesna immobilizacja na membranach CB liazy alginianowej i gentamycyny istotnie

zwiekszyla efektywnos$¢ dziatania gentamycyny, co objawiato sfq redukcjg zywotnosci




uwolnionych komérek. Nalezy podkresli¢, ze wyniki te majg szczegdlnie wysoka wartos¢
naukowg oraz istotne znaczenie biotechnologiczne ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich
w biomedycynie.

W ostatniej pracy Evaluation of argon plasma treated bacterial cellulose usability as
carrier for controlled releases enzymes Peldh and PsIGh able to biofim eradication, ktora
ukazata si¢ w 2023 w czasopismie Applied Sciences, Doktorantka podjela sie weryfikacji
wplywu modyfikacji CB niskocisnieniowg plazmg z uzyciem argonu jako gazu roboczego
(LPArP) na profile uwalniania glikohydrolaz PelAh i PslGh. W tym celu przeanalizowano
wpltyw ww. modyfikacji na struktur¢ CB z uzyciem techniki XPS, ATR-FTIR oraz SEM i
wykazano, ze modyfikacja struktury CB niskoci$nieniowg plazmg przy uzyciu argonu jako gazu
roboczego pozytywnie wplywa na jej wlasciwosci fizykochemiczne i morfologiczne. Nastgpnie
Doktorantka uzyla tak scharakteryzowany materiat do immobilizacji enzymu PelAh i PslGh
stosujac liofilizacj¢ jako metode suszenia zaadsorbowanych glikohydrolaz, ktéra gwarantowata
zachowanie aktywnodci katalitycznej biatek. We wspotpracy z naukowcami z Uniwersytetu
Jagiellonskiego Pani mgr inz. M. Chareza przeprowadzita rowniez analize stabilno$ci biatek
PelAh 1 PslGh metodg réznicowej fluorymetrii skaningowej. Wszystkie badane preparaty
okazaly si¢ by¢ stabilne strukturalnie w temperaturze 4°C przez okres 30 dni. Po wykazaniu
braku cytotoksycznosci enzymu PslGh wzgledem komérek mysich fibroblastow Doktorantka
zbadata wptyw modyfikacji powierzchni struktury CB na proces uwalniania PelAh i PsIGh oraz
ich zdolno$¢ do inhibicji wytwarzania biofilmu przez bakterie P. aeruginosa. W wyniku analiz
stwierdzono, ze modyfikacja struktury CB niskoci$nieniowa plazmg przy uzyciu argonu jako
gazu roboczego wplywa na uwalnianie enzymow PelAh (80%) i PslGh (60%) z powierzchni
CB. Wskazano rowniez pewne réznice w profilach uwalniania obydwu glikohydrolaz. Stosujgc
analizy in silico Doktorantka wykazata, ze biatka uwalniaty si¢ z powierzchni CB na drodze
dyfuzji, a wplyw rozkladu potencjatu elektrostatycznego na powierzchni molekularne;j
glikohydrolaz oraz catkowitego tadunku na profil uwalniana biatek byt poréwnywalny. Co

ciekawe, stwierdzono ze obserwowalne roznice w profilach uwalniania PelAh i1 PslGh z




powierzchni CB niemodyfikowanej jak i modyfikowanej z uzyciem LPArP mogg by¢ wynikiem
roznic molekularnych. W kluczowym etapie badan poddano ocenie wpltyw efektywnosci
immobilizacji PelAh i PsIGh na proces hamowania tworzenia biofilmu przez P. aeruginosa. W
wyniku badan Doktorantka wykazata, ze zmiany w profilach uwalniania glikohydrolaz z CB
modyfikowanej niskocisnieniowg plazmg przy uzyciu argonu jako gazu roboczego wptywaja na
stopien inhibicji wytwarzania biofilmu przez P. aeruginosa. Wyniki uzyskane w toku realizacji
tych badan oraz zastosowane przez Doktorantke metody badawcze nalezy uznaé za nowatorskie,
co wskazuje na doskonate przygotowanie praktyczne Pani mgr inz. M. Charezy oraz ogromng
wiedzg, kompletny i komplementarny warsztat analityczny catego zespotu badawczego.

Podsumowujac tg czes¢ rozprawy doktorskiej nie mam uwag krytycznych, co do sposobu

zaplanowania i wykonania zaprezentowanych badan jednak w tym miejscu nasuwajg si¢
uwagi/komentarze do dyskusji w trakcie obrony pracy doktorskie;j:

1. Czy Doktorantka planowata/probowata zastosowa¢ inne niz adsorpcja metody
immobilizacji enzymow?

2. Czy podejmowano proby testowania skutecznos$¢ destabilizacji procesu wytwarzania
biofilmu wobec innych klinicznych i $rodowiskowych szczepoéw P. aeruginosa?
Niewatpliwie podniostoby to wage i wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw.

3. Czy przeprowadzano poréwnawcze analizy bioinfomatyczne sekwencji
nukleotydowych genéw kodujacych PelAh, PslGh i liaze alginianowa z sekwencjami
dostepnymi dla innych gatunkéw bakterii? Byé moze pozwolitoby to na
wytypowanie innych mikroorganizmoéw, wzgledem ktérych opracowane protokoty
badawcze bylyby réwnie skuteczne lub uzyskanie dodatkowych danych
molekularnych.

4. W autoreferacie brakuje opisu dalszego kierunku badan nad podjetym tematem,
dlatego tez biorgc pod uwage istotno$¢ uzyskanych wynikéw chciatabym zapytac:

Czy planowana jest kontynuacja badan opisanych w rozprawie, w tym badan



& 'uMcs

wdrozeniowych i rozszerzenie analiz np. o inne antybiotyki? Czy podjeto proby

uzyskania ochrony patentowej dla wynikow badan?

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w sposob staranny, aczkolwiek w trakcie
pisania autoreferatu Doktorantka nie unikneta kilku btedow jezykowych oraz interpunkcyjnych
np.:

- str. 12 ,ligniny czy hemicelulozy Jest réwniez hydrofobowym biopolimerem” powinno
by¢ ,,ligniny czy hemicelulozy. Jest rowniez hydrofobowym biopolimerem”,

- str. 18 syntetyzowanych przez Kxylinus membran CB” powinno by¢
wsyntetyzowanych przez K. xylinus membran CB”

- str. 37 ,testy majagce na celu ocen¢ efektywnosci immobilizacji PelAh i PsIGh na
hamowaniu tworzenia biofilmu” powinno by¢ ,testy majace na celu oceng wplywu
efektywnos$ci immobilizacji PelAh i PsIGh na hamowanie tworzenia biofilmu”.

Widoczny jest rowniez brak odnosnika w prezentowanej liscie publikacji stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej przy nazwisku Szymanska M., ktoéry wyjasniatby, ze osoby

widniejace pod nazwiskami Chareza i Szymanska to te same osoby.

Po przeczytaniu autoreferatu oraz wszystkich artykutéw wchodzacych w  sktad
osiggnigcia naukowego mgr inz. Magdaleny Charezy moge¢ stwierdzi¢, ze wyniki i wnioski
przestawione w tych pracach w pelni realizujg zalozenia rozprawy, a Doktorantka ma
ugruntowang wiedz¢ dotyczacg immobilizacji enzyméw. Rozprawa doktorska zawiera
warto$ciowe wyniki dotyczace mozliwosci wykorzystania modyfikowanej celulozy bakteryjnej
do zastosowan biomedycznych. Doktorantka wykazata si¢ duza umiejetnoscia planowania i
realizacji zadan badawczych z wykorzystaniem zaawansowanych i zréznicowanych technik,
zaprezentowata liczne oryginalne i warto$ciowe dane, dokonata prawidtowej interpretacji
uzyskanych wynikow, jak réowniez ich prezentacji w $wietle aktualnego stanu wiedzy. To
sprawia, ze wedlug mojej oceny rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Charg¢zy zastuguje na

wysokg ocene.



Whioski koncowe

Ostatecznie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr inz. Magdaleny
Chargzy pt. ,,Wplyw immobilizacji enzyméw majacych zdolnogé do degradacji biofilméw na ich
aktywnos¢ katalityczng z wykorzystaniem celulozy bakteryjnej jako nosnika” spelnia warunki
stawiane pracom doktorskim w zwigzku z ubieganiem sie o stopieri doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie biotechnologia okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst
jedn. Dz.U. z 2017 r., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
»Przepisy wprowadzajace ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669)”.
W zwiazku z tym wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o przyjecie tej pracy i
dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Charezy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majgc na uwadze bardzo wysoka warto$é naukowa ocenianej pracy,
oryginalny i nowatorski temat wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o jej wyrdznienie.
Rozprawa Pani mgr inz. Magdaleny Charezy stanowigc interdyscyplinarne osiggniecie wnosi nie
tylko bardzo duzo do naszej wiedzy nad immobilizacjg enzyméw, ale ze wzgledu na mozliwo$é
wykorzystania wynikéw badan w biomedycynie ma ogromny potencjal aplikacyjny.
Proponowane wyréznienie jest rowniez wyrazem mojego uznania dla Doktorantki za prace
wlozong w przeprowadzenie badan wyrdzniajgcych sie oryginalnoscig zastosowanych metod
oraz za umiejetnos¢ interpretacji uzyskanych danych, co niewgtpliwie $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki i wptywa na wysoki poziom naukowy prac wchodzacych w skfad cyklu

stanowigcego rozprawe doktorska.
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Wroclaw, dn. 16.11.2023 r.

Dr hab. inz. Filip Boratynski, prof. uczelni
Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Ocena Pracy doktorskiej
Pani mgr inz. Magdaleny Charezy

pt. ,, Wplyw immobilizacji enzyméw majacych zdolnos¢ do degradacji biofilmow

na ich aktywnos¢ katalityczna z wykorzystaniem celulozy bakteryjnej jako nosnika”

Podstawg wykonania niniejszej recenzji bylo pismo Przewodniczgcej Rady Dyscypliny
Zootechnika 1 Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego, dr hab. inz.
Malgorzaty Ozgo. prof. ZUT, odno$nie powierzenia mi funkcji recenzenta zgodnie z uchwalg
Rady Dyscypliny z dnia 18 wrzesnia 2023 r.

Praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Charezy zostala wykonana w Katedrze
Mikrobiologii i  Biotechnologii ~ Wydzialu  Biotechnologii i Hodowli  Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie pod opieka merytoryczna
dr hab. Jolanty Kochel-Karakulskiej, prof. ZUT, pelniacej funkcje promotora w przewodzie
doktorskim oraz dr. inz. Radostawa Drozda, bedacego promotorem pomocniczym.

Charakterystvka formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl czterech oryginalnych publikacji
naukowych, opublikowanych w latach 2020 - 2023 w zagranicznych czasopismach naukowych
z listy Journal Citation Report (JCR). W sklad cyklu wchodzg nastepujace publikacje:

1. Szymanska, M., Karakulska, J., Sobolewski, P., Kowalska, U., Grygorcewicz, B., Bottcher, D.,
Bornscheuer U.T., & Drozd, R. (2020). Glycoside hydrolase (PelAh) immobilization prevents
Pseudomonas aeruginosa biofilm formation on cellulose-based wound dressing. Carbohydrate
polymers, 246, 116625; (IF 9,381, 140 p. MEIN).

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 713205-147

www.upwr.edu.pl/keh
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2. Szymanska, M., Hoppe. J., Dutkiewicz, M., Sobolewski, P., Palacz, M., Janus, E., Zielinska,
B., & Drozd, R. (2022). Silicone polyether surfactant enhances bacterial cellulose synthesis and
water holding capacity. International Journal of Biological Macromolecules, 208, 642-653; (IF

6,953, 100 p. MEiN).

3. Chareza, M., Przygrodzka, K., Zywicka, A., Grygorcewicz, B.. Sobolewski, P., Mozia, S..
Smiglak, M., & Drozd, R. (2023). Enhancement of inhibition of the Pseudomonas sp. biofilm
formation on bacterial cellulose-based wound dressing by the combined action of alginate lyase
and gentamicin. International Journal of Molecular Sciences, 24(5), 4740; (IF 6,208, 140 p.
MEiN).

4. Chareza M., Ekiert E., Moszynski D., Madej M., Jedrzejezak — Silicka M., & Drozd R. (2023).
Evaluation of argon plasma treated bacterial cellulose usability as carrier for controlled releases
enzymes PelAh and PsIGh able to biofim eradication. Applied Sciences, 13: IF 2,838; 100 p.
MEiN).

Wszystkie prace opublikowano w czasopismach o uznanej wartosci, ktore zostaly
weze$niej poddane recenzji. Laczna liczba punktow obliczona wg daty opublikowania prac wynosi
480 pkt. MEiN, a sumaryczny IF wynosi 25.38. Powyzsze dane naukometryczne oceniam bardzo
wysoko. Przedstawione prace s3 opracowaniami zbiorowymi, ktore maja charakter
interdyscyplinarny, dlatego tez byly wykonywane we wspolpracy z ekspertami z roznych
obszaréw nauk inzynieryjnych, przyrodniczych i medycznych. Nie mniej jednak we wszystkich
pracach Pani mgr inz. Magdalena Chareza jest pierwszym autorem. Zgodnie z o$wiadczeniami
wklad Doktorantki w oryginalne prace tworcze byl wiodacy i polegal na opracowaniu koncepcji,
metodologii badan, analizie, interpretacji i opublikowanie wynikow. Tym samym, mozna uznac
przedstawiong rozprawe doktorska za autorskie dzieto Pani mgr inz. Magdaleny Charezy.

Rozprawa doktorska liczy 156 stron. Komentarz omawiajacy cykl czterech publikacji
obejmuje lacznie 41 stron, nie wliczajac zalaczonych o$wiadczen Doktorantki i wspolautorow oraz
publikacji bedgcych podstawa ubiegania sie o stopiefi doktora. Autoreferat zawiera streszczenie W
jezyku polskim i angielskim oraz wprowadzenie poswiecone zagadnieniom zwiazanym z celuloza
bakteryjng (CB). takim jak: struktura chemiczna, zalety i wady stosowania, opis procesu syntezy
oraz czynnikéw majacych wplyw na jej produkcje. nastepnie aplikacji medycznej CB
z podkresleniem jej modyfikacji pod katem wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Kolejno,
poruszono kwestie oporno$ci patogenow, szezegoélnie bakterii z gatunku Pseudomonas aeruginosa
ze wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu. W dalszej czgsci autoreferatu zostaly
postawione hipotezy oraz wyraznie zaznaczony cel badawczy z celami szczegdlowymi. Kolejny
rozdzial stanowia materialy i metody wykorzystywane przez Doktorantke w swoich badaniach.
Rozdzial ten obejmuje az 28 podpunktow, co swiadczy o duzej réznorodnosci zastosowanych
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technik. W tym obszernym rozdziale przypisanie odniesien w kolejnych podpunktach do
poszczegolnych publikacji P1-P4 znaczaco ulatwia czytelnikowi rozeznanie sie w metodach
wykorzystywanych w poszczegolnych pracach. Kolejne czgsci stanowig omdwienie wynikow
poszczegolnych prac wraz z wnioskami. Przedostatni rozdziat dotyczy catosciowego opisu pracy
naukowo-badawczej Pani mgr inz. Magdaleny Chargzy. Autoreferat koficzy wykaz cytowanej
literatury zawierajacy 77 pozycji bibliograficznych, przy czym prawie wszystkie pozycje sa
z ostatnich lat. po 2010 roku (za wyjatkiem dwoch). Podsumowujac, od strony formalnej praca
jest starannie przygotowana i nie budzi moich zastrzezen.

Merytoryczna ocena

Opracowanie technologii produkcji naturalnych polimeréow jest wazng tematyka
prowadzonych aktualnie badan naukowych. Ze wzgledu na szereg zalet jakie posiada celuloza
pochodzenia bakteryjnego (CB), w tym wysoka krystaliczno$¢, elastycznosé, zdolno$¢ do
zatrzymywania wody, wysoce porowatg strukturg, biodegradowalnos¢ i biokompatybilnosé,
stanowi ona atrakcyjny naturalny polimer wykorzystywany w wielu galeziach przemystu, np.:
spozywezym, kosmetycznym czy elektronicznym. Oceniana przez mnie praca doktorska
szczegOlnie akcentuje mozliwo$¢ jej zastosowania w biomedycynie do produkcji materialow
opatrunkowych. Gléwnym problemem w leczeniu ran sg zakazenia mikrobiologiczne pojawiajace
si¢ w opatrunkach medycznych. Obecnie podejmowane sa proby modyfikacji CB, aby nadaé jej
wlasciwosci bakteriobdjeze. Rozwijajace si¢ bakterie m. in. z rodzaju Pseudomonas wykazuja
coraz wigksza opornos¢ wzgledem antybiotykow, ze wzgledu na zdolno$é do wytwarzania
biofilmu. Poszukiwane sa wciaz nowe rozwigzania, ktore z jednej strony hamowalyby
powstawanie biofilmu, a z drugiej. w przypadku gdyby juz sie utworzyt, umozliwialyby jego
eradykacje¢ w celu lepszej dostepnosci srodkow bakteriobdjezych. Nowatorskim podejsciem, ktore
podjgla Pani mgr inz. Magdalena Chareza jest zastosowanie specyficznych enzymoéw
(glikohydrolaz: PelAh i PsIGh, liazy alginianowej) w formie immobilizowanej, bedacych
integralng czescig szlakow biosyntezy biofilmu.

Glownym celem tematycznie powiazanych prac bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania
enzymow immobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej jako czynnikow
degradujacych polisacharydowe skladniki macierzy biofilmu P. aeruginosa oraz wspomagajacych
proces antybiotykoterapii. W swojej pracy, Pani mgr inz. Magdalena Chareza wyréznila dziewieé
celow szczegotowych, kidre konsekwentnie realizowala stosujac rézne podejécia metodyczne.
O wszechstronnosci warsztatu eksperymentalnego, jaki Doktorantka opanowala w trakcie
realizacji pracy doktorskiej. $wiadcza techniki stosowane celem syntezy, oczyszczenia,
modyfikacji i analizy wlasciwosci fizykochemicznych celulozy bakteryjnej. Inne podejscia
metodyczne stosowane przez Doktorantke to techniki biologii molekularnej, ktére wykorzystata
do otrzymania wektorow ekspresyjnych, a nastgpnie prowadzac wlasciwa ekspresje i oczyszezania
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bialek rekombinowanych. Ponadto Doktorantka opanowala metody immobilizacji enzymow na
membranach CB, oznaczania aktywnosci enzymow i badania wplywu ich uwalniania na inhibicje¢
wytwarzania biofilmu. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera adekwatne podejscie
eksperymentalne do postawionych celow szczegdlowych.

Znaczqgcee osiggniecia naukowe

Oceniajgc warto$¢ merytoryczng pracy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Charezy, do
kluczowych osiggnie¢ naukowych zaliczam:

- wykazanie, ze dodatek polieteru silikonowego (SPS), ktory obniza napigcie powierzchniowe
medium hodowlanego (Hestrim-Schramm, H-S). znacznie zwicksza efektywnos$é procesu
produkcji CB, a zarazem nie wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne uzyskanej CB, polepszajac
jedynie kluczowg jej zdolnos$¢ do zatrzymywania wody,

- wykazanie braku toksycznosci stosowanego medium H-S z dodatkiem surfaktantu SPS
wzgledem bakterii Komagataeibacter xylinus syntezujacych CB, jak rowniez wzgledem komorek
mysich fibroblastow linii L929, co jest niezmiernie istotne biorgc pod uwage potencjalne
biomedyczne zastosowanie w materiatach opatrunkowych,

- udowodnienie, poprzez analiz¢ widm ATR-FTIR oraz metod¢ SEM, istotnego wplywu
immobilizacji enzyméw (PelAh oraz liazy alginianowej) na powierzchni CB, na destabilizacje
biofilmu Pseudomonas aeruginosa poprzez zmiany w strukturze macierzy zewnatrzkomorkowej,
szczegolnie egzopolisacharydu Pel,

- wykazanie braku toksycznosci CB z immobilizowanymi enzymami: PelAh, PslGh jak i liaza
alginianowg, wzglgdem komorek mysich fibroblastow tkanki lacznej 1.929,

- udowodnienie znaczacego wplywu immobilizacji liazy alginianowej na powierzchni CB na
zwigkszenie wrazliwosci P. aeruginosa na dzialanie antybiotyku (gentamycyny) poprzez
destabilizacje struktury macierzy biofilmu,

- udowodnienie, technikami ATR-FTIR oraz XPS, zmian wlasciwosci fizykochemicznych
powierzchni CB w wyniku dzialania niskoci$nieniowa plazma z uzyciem argonu jako gazu
roboczego (LPArP), majacych wpltyw na zmiany w uwalnianiu glikohydrolaz PelAh i PsIGh oraz
zdolnos¢ do inhibicji formowania biofilmu przez P. aeruginosa.

Komentarze

Przechodzac do uwag, ktore wynikaja z powierzonej mi roli recenzenta, obok bardzo
pozytywnej oceny pracy doktorskiej, pragng zwroci¢ uwage, ze zabraklo mi rozdzialu, ktory
zawieralaby rekomendacje, co do kierunkow dalszych badan. Chcialbym, aby Pani mgr inz.
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Magdalena Chareza podczas koncowego etapu przewodu doktorskiego odniosla si¢ do
nastepujacych zagadnien:

1. Nie znalazlem w pracy uzasadnienia podzialu na poszczegélne cztery etapy rozdzialu 5.
Uzyskane wyniki badan. Rozumialbym zasadno$¢ istnienia takiego podzialu jesli kolejne etapy
wynikalyby z poprzednich, przykladowo w etapie 2 (publikacji P2) wykorzystywana bylaby CB
modyfikowana surfaktantem SPS stosowanym w etapie 1. Prosz¢ wigc o wyjasnienie czym
Doktorantka kierowala sie wyrdzniajac kolejne etapy 1-4, ktorym odpowiadaja poszczegdlne
publikacje P1-P4.

2. Prosze o probe krytycznej analizy/poréwnania zastosowanego w badaniach surfaktantu SPS
z innymi rodzajami surfaktantow opisanymi w literaturze; jakie sa mozliwosci wykorzystania
surfaktantu SPS do modyfikacji CB z przemystowego punktu widzenia?

3. Chcac opracowaé tzw. .inteligentne™ opatrunki medyczne, jakie inne enzymy/elementy
macierzy biofilmu nalezaloby wzia¢ pod uwage: czy Doktorantka widzi potencjal w synergizmie
dziatania tych czynnikow?

4. Czy zechcialaby Doktorantka odnie$¢ si¢ do perspektyw i mozliwych kierunkow dalszych
dzialan w tematyce immobilizacji enzymow na celulozie bakteryjnej?

Podsumowanie

Podsumowujac, wszystkie cztery prace wchodzace w sklad cyklu charakteryzuje wysoki
poziom naukowy, co pozwolilo na ich opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach naukowych
o uznanej renomie. Pani mgr inz. Magdalena Char¢za wykazala si¢ wiedza teoretyczng oraz
umiejetnosciami pracy zaréwno samodzielnej jak i w zespolach badawczych, w tym
mi¢dzynarodowych.

Podczas lektury rozdziatlu poswigconego oméwieniu pracy naukowo-badawczej, zwraca
uwage zgromadzony przez Doktorantke dorobek w postaci az 14 publikacji naukowych
w czasopismach indeksowanych na liscie JCR, czterech patentow oraz rozdzialu w monogratfii.
Ponadto Pani mgr inz. Magdalena Char¢za byla wykonawca w trzech projektach naukowych
finansowanych zewnetrznie, odbyla staze zagraniczne w Instytucie Biochemii na Uniwersytecie
w Greifswaldzie (Niemcy) oraz na Uniwersytecie Stanowym Sdo Paulo (Brazylia), a takze dwa
staze krajowe, w Katedrze Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego Uniwersytetu Ekonomicznego we
Wroclawiu i w Zakladzie Biochemii i Zywienia Czlowieka na Pomorskim Uniwersytecie

Medycznym w Szczecinie.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 713205-147

www.upwr.edu.pl/kch



L WLRUAL
Y

X \X/@;;}

% &
1775 VAW

Wi,
7

N

hr

O YT ENCT IN DESEASCH

whnvs

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA CHEMII 7YWNOSCI I BIOKATALIZY

Wniosek koncowy

Uznajac oryginalno$¢ i wartos¢ merytoryczng ocenianej rozprawy, jako spelniajace
formalne i zwyczajowe wymagania stawiane dysertacjom doktorskim stwierdzam, ze niniejsza
rozprawa spetnia warunki ujete w art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789)
z pozniejszymi zmianami, i wnoszg do Wysokiej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, o dopuszczenie Pani mgr
inz. Magdaleny Chargzy, do dalszych etapow procedury ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoka naukows i aplikacyjna wartos¢ dysertacji, szeroki
zakres wykonanych eksperymentow —oraz aktywnos¢ naukowo-badawcza, wnioskuje
o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Charezy.
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UCHWALA NR 46
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

z dnia 20 grudnia 2023 r.
w sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr inz. Magdalenie Charezie

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.) oraz § 1 ust. 1 pkt 2) uchwaty nr 130
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 29 maja 2023 r.
w zwigzku z § 96 ust. 8 Statutu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie,

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo uchwala co nastepuje:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu si¢ z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nadaé stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr inz. Magdalenie Charezie.

§2

Uchwata wchodzi w 2ycie z dniem podjecia.

Przewodniczaca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

dr hab. inz. Matgor t| 0zgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 20 grudnia 2023 r.
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