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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Maksymiliana Urbaniaka

pt. ,,Proregeneracyjne, przeciwdrobnoustrojowe i immunomodulujace wlasciwosci

piomelaniny Pseudomonas aeruginosa”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Proregeneracyjne, przeciwdrobnoustrojowe i
immunomodulujgce wiasciwosci piomelaniny Pseudomonas aeruginosa” zostata wykonana przez
Pana mgr Mateusza Urbaniaka pod opieka Pani Prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk — Chmieli oraz

promotora pomocniczego Pani dr Karoliny Rudnickiej, prof. UL.

Przedmiotem rozprawy byly badania majace na celu charakterystyke wiasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych piomelaniny (PyoM) wytwarzanej przez bakterie Pseudomonas
aeruginosa. Tematyka badan podjetych przez Pana mgr Urbaniaka jest uzasadniona, gdyz metabolity
bakteryjne jako zrodto substancji bioaktywnych wzbudzajg zainteresowanie naukowcoéw w wielu

renomowanych osrodkach naukowych na §wiecie 1 stanowig preznie rozwijajaca si¢ galaz nauki.

Podstawe rozprawy doktorskiej stanowig cztery publikacje naukowe, z ktorych trzy to prace
doswiadczalne, a jedna to artykut przegladowy. Przedstawione do oceny artykuty naukowe sg
pracami zbiorowymi, jednak na podstawie zamieszczonych o$wiadczen wspotautorow mozna
jednoznacznie oceni¢ indywidualny wktad mgr Urbaniaka w powstanie tychze publikacji.
W przypadku prac: ,,In vitro and in vivo Biocompatibility of Natural and Synthetic Pseudomonas

aeruginosa pyomelanin for Potential Biomedical Applications” oraz “Can pyomelanin produced by
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Pseudomonas aeruginosa promote the regeneration of gastric epithelial cells and enhance
Helicobacter pylori phagocytosis?”, a takze “Exploring the osteoinductive potential of bacterial
pyomelanin derived from Pseudomonas aeruginosa on human osteoblasts model” Doktorant jest
autorem koncepcji badan, przygotowat i przeprowadzit do§wiadczenia, w tym izolacje i oczyszczenie
bakteryjnych piomelanin (materiat do badan), odpowiadal za wykonanie testow cytotoksycznosci w
stosunku do fibroblastow i monocytow, koncepcje i przeprowadzenie testow toksycznosci na modelu
Galleria mellonela, ocen¢ wpltywu piomelanin na zywotno$¢ bakterii Helicobacter pylori,
wyznaczenie minimalnych st¢zen hamujgcych (MICsg i MICgg), 0Ceng zywotnosci i apoptozy
fibroblastow, monocytow 1 komorek nabtonka Zotagdka AGS traktowanych piomelaninami oraz
lipopolisacharydami, wykonanie testow oceniajacych pochlanianie referencyjnych pateczek E. coli,
ocenie zywotnos$ci 1 migracji osteoblastow po traktowaniu metabolitem bakteryjnym i doksorubicyna,
wykazaniu wlasciwosci antybakteryjnych w stosunku do szczepow klinicznych Staphylococcus sp.
Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, iz Pan mgr Urbaniak opracowat, interpretowat, dyskutowat uzyskane
wyniki oraz przygotowal manuskrypty prac. Wspoélnie z Panig Profesor dr hab. Magdaleng
Mikotajczyk — Chmiela pehnil rolg¢ autora korespondujacego. Wykonanie i koordynowanie
wymienionych powyzej zadan jednoznacznie wskazujg na wiodaca role mgr Urbaniaka w powstaniu
3 prac naukowych przedstawionych jako cze$¢ rozprawy doktorskiej. W pracy pt:” Biomolecules and
delivery systems” Doktorant jest autorem podrozdzialu Microbial Bioplymers, co wskazuje na

posiadanie aktualnej wiedzy z zakresu zastosowania bakteryjnych polimerow w biotechnologii.

Recenzowana rozprawa doktorska, oprocz wydrukow oryginalnych publikacji naukowych
zawiera rowniez nastepujace rozdziaty: Wprowadzenie, Zafozenia i Cele pracy, Material i Metody,
Podsumowanie prac wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej, Dyskusje, Wnioski szczegotowe i
wniosek koncowy, wykaz Literatury, Streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz Wykaz
skrotow stosowanych w dysertacji. Dodatkowo w opracowaniu zamieszczono: zrodta finansowania,
wykaz publikacji ze wspoétautorstwem Doktoranta, udziat w projektach badawczych, wykaz stazy

naukowych 1 o§wiadczenia wspotautoréw o udziale w publikacjach.

W czgéci Wprowadzenie Autor dokonal obszernej charakterystyki fizjologicznej,
metabolicznej i genetycznej paleczek Pseudomonas. Niezwykle intersujgco zredagowana zostata

cze$¢ dotyczaca charakterystyki réznorodnych pod wzgledem budowy chemicznej i aktywnos$ci
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biologicznej barwnikow produkowanych przez bakterie z rodzaju Pseudomonas. Wyczerpujaco
Doktorant scharakteryzowal rowniez piomelaning — glowny obiekt badan. Zostata szczegdlowo
przedstawiona budowa chemiczna, biosynteza oraz mozliwosci jej zastosowania w roznych gatgziach
przemystu i medycyny. Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny, a jednocze$nie syntetyczny
charakter tej czes$ci opracowania w mojej opinii warto go udostepni¢ wigkszej liczbie czytelnikow,
np. w postaci pracy przegladowej. W czesci Wprowadzenie znajduje si¢ rowniez rozdziat poswigcony
charakterystyce Helicobacter pylori, ktory zawiera opis fizjologii bakterii, czynnikow wirulencji oraz
chorobotworczos¢. Ostatnia czgs¢ Wprowadzenia poswiecona zostata biologii tkanki kostnej.
Przedstawia rowniez strategie poszukiwania nowych stymulatoréw proceséw osteoindukcyjnych.
Pragng podkresli¢, iz przygotowane przez mgr Urbaniaka Wprowadzenie stanowi syntetyczne
kompendium wiedzy, ktére doskonale wprowadza czytelnika w podj¢te przez Doktoranta problemy

badawecze.

W kolejnej czesci rozprawy doktorskiej zostaly bardzo dobrze sformutowane zatozenia i cele
pracy. Zaproponowane dwa nadrzedne cele dotyczyly badan bakteryjnej piomelaniny 1 jej
prozdrowotnych wlasciwosci, a takze potencjalnych zastosowan w medycynie. Autor wyznaczyt
takze cele szczegdtowe swoich badan, ktore obejmowaly: opracowanie metod izolacji i oczyszczania
biopolimeru, jego charakterystyke w zakresie wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, oraz
przeciwbakteryjnych w stosunku do patogendow tj. H. pylori i Staphylococcus sp., weryfikacje w
badaniach in vitro wilasciwosci cytoprotekcyjnych piomelanin, charakterystyke wiasciwosci
osteoindukcyjnych i1 proregeneracyjnych na modelu ludzkich osteoblastoéw. Jako ostatni cel
badawczy Doktorant wskazatl poszukiwanie stymulatorow tkanki kostnej z uwzglednieniem
metabolitow bakteryjnych o potencjalnym zastosowaniu w biokompozytach stosowanych w

odbudowie implantowanych kosci.

W swojej pracy badawczej mgr Mateusz Urbaniak zastosowat szereg zaawansowanych metod
badawczych, w tym np. absorbcyjng spektroskopi¢ w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-
IR), termograwimetri¢, skaningowa kalorymetri¢ roznicowa (DSC), ktore wymagaty od Doktoranta
duzego zaangazowania i umiejetnosci interpretacji otrzymanych wynikow badan. W celu osiagnigcia
zalozonych celow badawczych Pan mgr Urbaniak stosowat roéwniez metody chemiczne (izolacja,

oczyszczanie piomelaniny, synteza chemiczna) oraz szereg metod biologicznych, w tym technik
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mikrobiologicznych i immunologicznych, co $wiadczy o Jego bogatym przygotowaniu metodycznym
do pracy naukowej. Zastosowane metody badawcze w doskonaly sposob pozwolity osiggnac

zamierzone cele niniejszej pracy doktorskiej.

W dalszej czgsci opracowania zostaty zamieszczone oryginalne publikacje naukowe w postaci

wydrukow z czasopism (praca I, II, IV) oraz plik manuskryptu bedacego w recenzji (praca III).

Kolejng cze$¢ dysertacji stanowi Podsumowanie prac wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej, ktore zawiera syntetyczny opis zatozen badawczych, uzyskanych wynikéw wraz z ich
interpretacja. Osobny, 6-stronicowy rozdziat stanowi Dyskusja wynikoéw. Jest on napisany bardzo
ciekawie i §wiadczy o umiejetnosci interpretacji wynikéw i dociekliwosci naukowej Doktoranta. W
Dyskusji Autor wnikliwie porownat otrzymane wyniki z osiggni¢ciami innych badaczy prezentujac

dojrzatg postawg naukowa.
Mgr Mateusz Urbaniak w swojej pracy doktorskiej wykazat:

1. Uzytecznos¢ podtozy mikrobiologicznych, do hodowli bakterii Pseudomonas i izolacji dwoch
form piomelaniny: rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej w wodzie, ktérych sktad opracowat na
drodze doswiadczalnej. Pragne podkresli¢, iz badania te byly podstawa zgloszenia
patentowego.

2. Obecno$¢ grup: hydroksylowej i karboksylowej w badanych czasteczkach piomelanin
(naturalnych i syntetycznej).

3. Wysoka termoopornos$¢ piomelaniny, co stanowi niezwykle wazny rezultat w kontekscie
komercjalizacji produkcji i stosowania badanego biopolimeru w réznych galeziach
przemyshu.

4. Wysoka cytokompatybilno§¢ naturalnych piomelanin w przeciwienstwie do syntetycznego
analogu wobec fibroblastow myszy, monocytéw cztowieka, komorek nabtonka zotadka i
osteoblastow cztowieka (badania in vitro) oraz bezpieczenstwo powyzszych barwnikow w
badaniach in vivo na modelu Galleria mellonella.

5. Dziatanie ochronne (cytoprotekcyjne) i przeciwapoptotyczne piomelanin wobec komorek

nabtonkowych zotgdka w kostymulacji endotoksyng H. pylori i E. coli (badania in vitro).

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.pl/instytut/ibbios I‘r



V, UNIWERSYTET SLASKI

W KATOWICACH

6. Nasilenie procesow fagocytozy H. pylori przez monocyty w obecno$ci piomelaniny w
srodowisku hodowlanym.

7. Wplyw na migracje¢ komodrek nabtonka Zoladka i osteoblastow w obecnosci biopolimeru
(badania in vitro).

8. Przeciwbakteryjne wlasciwosci naturalnych piomelanin wobec referencyjnych i klinicznych
szczepow H. pylori oraz Staphylococcus sp.

9. Wspomaganie dojrzewania osteoblastow w hodowlach in vitro, poprzez nasilenie sekrecji

m.in. cytokin.

Na podstawie przeprowadzonych badan naukowych Doktorant sformutowal wniosek koncowy,
w ktorym poprawnie konkluduje, iz naturalne piomelaniny produkowane przez pateczki
Pseudomonas aeruginosa posiadajg udowodnione w autorskich badaniach wtasciwosci biologiczne,
w tym przeciwbakteryjne, proregeneracyjne i immunomodulujace, dzigki czemu moga mie¢ szerokie

zastosowanie w leczeniu zakazen bakteryjnych oraz w medycynie regeneracyjnej.

Zalaczony w opracowaniu wykaz Literatury obejmuje az 230 pozycji, w wigkszosci
opublikowanych w ostatnich 10-15 latach, co wskazuje na dynamiczny rozwoj tej gatezi badan i
zainteresowanie jakie budzi problematyka zwigzana z polimerami produkowanymi przez

drobnoustroje.

Praca doktorska zostala przygotowana w sposéb bardzo staranny i cho¢ nie udalo si¢ uniknaé
kilku btedow stylistycznych, nie wptywa to na moja wysoka oceng strony naukowej rozprawy.

Przedstawione wyniki stanowig istotny wktad w rozwdj dyscypliny.

Dodatkowo w pracy doktorskiej zostaty zamieszczone informacje dotyczace: Zroédet finansowania
przeprowadzonych badan, dorobku publikacyjnego Doktoranta, zgloszen patentowych, udziatu w
projektach badawczych i1 odbytych stazach naukowych. Chcialbym podkresli¢, iz Mgr Urbaniak jest
wspotautorem 8 artykutdow opublikowanych w miedzynarodowych czasopismach naukowych oraz 2

zgloszen patentowych, co §wiadczy o jego istotnej aktywnosci naukowe;.
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Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorskg stwierdzam iz stanowi ona oryginalne i
niezwykle wartoSciowe opracowanie dotyczace mozliwosci zastosowania piomelaniny do

wspomagania leczenia zakazen Helicobater pylori oraz regeneracji tkanki kostnej.

Jednocze$nie chciatabym prosi¢ Doktoranta o przedstawienie swojej opinii w nast¢pujacych

kwestiach:

1. Czym Pan kierowat si¢ w wyborze modelu Galleria mellonella do badan bezpieczenstwa
biopolimeru?

2. Czy pH $rodowiska moze mie¢ wptyw na wiasciwosci biologiczne piomelaniny ?

3. Czy planuje Pan badania oddzialywania piomelaniny z innymi drobnoustrojami niz
bakterie np. grzyby mikroskopowe. Czy wobec tych mikroorganizméw mozna
spodziewac si¢ interesujacych obserwacji?

4. Czy wiadomo w jaki sposob piomelanina dziala na komorki prokariotyczne 1

eukariotyczne na poziomie molekularnym?.
Whiosek koncowy recenzji:

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pan mgr Mateusza
Maksymiliana Urbaniaka spetnia wymagania okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z pozniejszymi zmianami. Przedmiotem rozprawy jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorant wykazat si¢ wiedzg teoretyczng w zakresie
prowadzonych badan oraz umiejetnosciga samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Dlatego
zwracam si¢ do Wysokiej Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pana mgr Mateusza Maksymiliana Urbaniaka do

dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo dobry poziom naukowy prowadzonych badan, istotny wktad
tych badan w aktualny stan wiedzy, bardzo szeroki ich zakres oraz ztozony warsztat metodyczny, a
takze  zgloszenia  patentowe  wnioskuje o  wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Pragne podkresli¢, iz wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej przez Pana
mgr Mateusza Urbaniaka moga stanowi¢ podstawe do wprowadzenia w przysziosci nowych metod

leczenia infekcji Helicobacter pylori, wskazuja piomelaning jako interesujgcg substancje
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przeciwbakteryjng, ktora moglaby by¢ stosowana w postaci leku lub srodka konserwujacego np. w
produktach zywnosciowych. Jednoczesnie pionierskie badania przeprowadzone na potrzeby pracy
doktorskiej odnosnie proregeneracyjnych wiasciwosci piomelaniny potwierdzaja, iz stanowi ona
nowoczesny i bezpieczny biomaterial, ktory z sukcesem moze by¢ stosowany w regeneracji tkanki
kostnej. Doktorant wykazal réwniez, iz badana substancja jest bardzo dobrym modulatorem
aktywno$ci komorek uktadu odpornosciowego, co moze w przysziosci stanowi¢ podstawe do
rozwoju badan nad zastosowaniem piomelaniny w leczeniu rdéznych defektow uktadu

immunologicznego u ludzi.
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