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Opinia o pracy doktorskiej

~Characterization and synthesis of drug carriers based on artificial
exosomes dedicated to treatment of the microangiopathic
complications of diabetes”

Pani mgr Anny Drozdz

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Drozdz
zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med. Ewy tucji
Stepien na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Praca dotyczy opracowania nowatorskiego systemu dostarczania
lekdw bazujacego na sztucznych egzosomach, uzyskanych w procesie fuzji
liposoméw i pecherzykéw zewngtrzkomérkowych, ktéry mogtby zostac
wykorzystany w leczeniu mikronaczyniowych powiktan cukrzycy.

Hiperglikemia wystepujaca w przebiegu cukrzycy typu 1 i typu 2 jest
odpowiedzialna za szereg powikfan, przy czym powiktania naczyniowe stanowig
gtéwna przyczyne zachorowalnosci i $miertelnosci cierpigcych na cukrzyce
pacjentow. Przyspieszona przebudowa i miazdzyca tetnic, dysfunkcja komérek
srodbtonka, wptywa na uktad zaréwno makro-, jak i mikrokrazenia, prowadzac do
postepujacego niedokrwienia tkanek i hipoksji. W przeciwienstwie do
makroangiopatii, ktérej mozna fatwiej zapobiega¢ przy uzyciu dostepnych
obecnie srodkéw farmakologicznych, leczenie mikroangiopatii prowadzacej do
uszkodzen wzroku, nerek czy witdkien nerwowych, jest znacznie bardziej
problematyczne i stanowi ogromne wyzwanie wspétczesnej medycyny. Dlatego
tez uwazam podjety przez Doktorantke temat za ogromnie wazny i aktualny.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Drozd:z zostata napisana w jezyku
angielskim. Liczy 108 stron i podzielona zostata na 6 gtéwnych czesci (Tto
teoretyczne, Cele rozprawy, Metodologia, Wyniki, Dyskusja i Wnioski).
Dodatkowo, poprzedzaja ja streszczenia w jezyku angielskim i polskim oraz listy
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publikacji i wystgpien konferencyjnych Doktorantki. Na konicu pracy znajduje sie
takze lista rysunkéw, lista tabel oraz spis cytowanej w rozprawie literatury.

W rozdziale 1. Autorka naswietla motywacje, jaka sktonita ja do podjecia
badan oraz przedstawia biezgcy stan wiedzy w zakresie podjetego tematu, do
czego wykorzystuje dobrze dobrane i aktualne pozycje literaturowe. Ogdlny cel
pracy, jak réwniez jej cele szczegotowe zostaty w rozprawie jasno sformutowane i
zamieszczone w rozdziale 2. Czes$¢ 3. rozprawy, zatytutowana Metodologia,
zawiera informacje dotyczace syntezy sztucznych egzosomdw, metod stuzacych
do monitorowania fuzji liposomow i pecherzykéw zewngtrzkomérkowych oraz
badania witasnosci fizycznych i biologicznych wejsciowych i wyjsciowych struktur
biologicznych. Opis wynikow uzyskanych w ramach rozprawy autorka zamieszcza
w rozdziale 4, a ich dyskusje w 5. czesci pracy. Rozprawe konczy krétkie
podsumowanie zawierajgce gtdwne wnioski ptyngce z przeprowadzonych badan.
W opinii recenzenta zaproponowany przez Doktorantke uktad rozprawy jest
bardzo dobry.

Jak wspomniano na wstepie, praca Pani Drozdz koncentruje sie na
opracowaniu i scharakteryzowaniu witasnosci fizycznych i biologicznych
nowatorskiego systemu dostarczania lekéw opartego na sztucznych egzosomach,
ktéry mozna bytoby wykorzysta¢ w terapii mikronaczyniowych powiktan
cukrzycy. Doktorantka przeprowadza w pracy synteze sztucznych egzosomow
wykorzystujgc do tego celu fuzje pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych
wyizolowanych z medium hodowlanego komérek HUVEC oraz trzech rodzajow
liposoméw — zawierajacych fosfatydylocholine (DOPC), fosfatydyloseryne (PS)
oraz sfingomieline (SM). Przy uzyciu techniki FRET (ang. Forster Resonance
Energy Transfer) weryfikuje, czy proces fuzji przebiegt z sukcesem oraz
optymalizuje protokédt przygotowania nosnikdw. Uzyskane sztuczne egzosomy
charakteryzuje pod katem zaréwno wtasnosci fizycznych (morfologia, potencjat
zeta, wielkosc¢ i stezenie), jak i biologicznych, badajac w nich obecnos$¢ markerow
charakterystycznych dla pecherzykdw zewngtrzkomorkowych, oceniajac ich
cytotoksyczno$¢ czy zdolnos¢ internalizacji. Dodatkowo Pani Drozdz
przeprowadza szereg testow czynnosciowych na s$rédbtonkowym modelu
cukrzycy, ktérych celem jest zweryfikowanie, czy wytworzone nosniki korzystnie
wptywaja na ekspresje mRNA dla TIMP-3, aktywnos$¢ metaloproteinaz i migracje
komarek srédbtonka sprzyjajaca procesom gojenia ran.

Wszystkie narzedzia badawcze, jakie doktorantka wykorzystata w pracy do
Sledzenia procesu wytwarzania sztucznych egzosomodw, charakterystyki ich
wtasnosci fizycznych, biologicznych i funkcjonalnych zostaty poprawnie dobrane i
zastosowane. Uzyskane w ramach rozprawy bardzo ciekawe i obiecujace wyniki
zostaly przez Doktorantke przedyskutowane i skonfrontowane z aktualnym
stanem wiedzy prezentowanym w najswiezszej literaturze naukowej.

Rolg moja jako recenzenta jest takie zwrdcenie uwagi na niedociggniecia
czy uchybienia, jakie pojawiajg sie w pracy. Celem ich przedstawienia nie jest
wytykanie niedoskonatosci rozprawy, a raczej sktonienie do refleksji i motywacja



do dalszego doskonalenia sie. Uwagi te, ktore w zadnej mierze nie umniejszajg
mojej wysokiej ocenie pracy, przedstawiam ponizej.
Uwaga 1:

Nie jest dla mnie do konca jasne, jakimi przestankami kierowano sie przy
wyborze zastosowanego w pracy modelu komérkowego, czyli pierwotnej linii
srodbtonka naczyn izolowanej z zyty pepowinowej HUVEC.

Uwaga 2:

Bardzo oszczednie w pracy opisano sposéb wyznaczania Zzywotnosci i
cytotoksycznosci w oparciu o komercyjnie dostepny test ApoTox-Glow Tripplex
Assay. Jest to o tyle waine, ze nie jest on tak powszechnie stosowany jak np. test
MTT czy ten wykorzystujacy bfekit trypanu.

Uwaga 3:

W czesci 2.5 (powinno by¢ 3.5) Autorka listuje grupy badawcze, ktére parami
bedzie poréwnywata pod katem uzyskanych rezultatéw w dalszej czesci pracy.
Cho¢ wiekszos¢ par nie budzi najmniejszych watpliwosci, to zastanawia mnie,
jakie wnioski miatyby ptyna¢ z poréwnania grup HG+aEx oraz NG+EVs.

Uwaga 4:

Wyniki badan FRET uzyskane dla liposoméw zawierajacych fosfatydylocholine
(DOPC) i fosfatydyloseryne (PS) potwierdzajg zajscie fuzji, odpowiednio, przy obu
badanych stosunkach lipidow do biatek lub tylko przy wyzszym z nich. Ale
rowniez dla liposoméw zawierajgcych sfingomieline (SM) obserwuje sie
rownoczesny wzrost pasma przy ok. 530 i spadek przy 580 nm dla stosunku
lipidéow do biatek wynoszgcego 1:8, o czym zapomina Autorka.

Uwaga 5:

Wyniki pomiaréw potencjatu zeta uzyskane dla sztucznych egzosomoéw
powstatych z fuzji liposomdw zawierajgcych fosfatydyloseryne i zamieszczone na
rysunku 12C jednoznacznie wskazujg na obecnos¢ w badanym roztworze trzech
frakcji réznigcych sie badanym parametrem. Co taki wynik moze oznaczac? Czy
uprawnione jest zamieszczanie jako ostatecznej wartosci potencjatu zeta (Tabela
6) dla tych sztucznych egzosomoéw tylko wartosci uzyskanej dla frakcji o
najwiekszym udziale?

Uwaga 6:

Podobna uwaga dotyczy wynikdw pomiaréw rozktadu wielkosci badanych
struktur biologicznych. Rozkfady wielkosci (Rysunek 13) uzyskane zaréwno dla
pecherzykow zewnatrzkomérkowych, jak i sztucznych egzosomdéw majg
charakter wielomodalny, czy zatem na pewno uprawnione jest w tym wypadku
stosowanie sredniej jako miary wartosci oczekiwanej ich rozmiaru?

Dlaczego mimo, ze zamieszczone w Tabeli 7 parametry dla pecherzykow
zewnatrzkomérkowych s3g identyczne dla wszystkich liposoméw, to rozkfad
wielkosci zaprezentowany w czesci A na Rysunku 13 istotnie sie rozni od tych z
czesciBi C?

Uwaga 7:



W rozdziale 4.2.5 Doktorantka poréwnuje pecherzyki zewnatrzkomérkowe
dekorowane biatkiem Del-1 ze sztucznymi egzosomami dekorowanymi tym
samym biatkiem, zeby okresli¢ skuteczno$¢ przeprowadzonej operacji. Czy nie
powinna raczej porownywac wynikdw western blot dla sztucznych egzosoméw
dekorowanych i niedekorowanych Del-1?

Uwaga 8:

Zaprezentowane na Rysunku 17 (rozdziat 4.3.1) réznice w aktywnosci kaspazy
wydajg sie by¢ znacznie wieksze niz zmierzone dla komérek réznice w zywotnosci
i cytotoksycznosci. Réwniez rozrzut tego parametru jest bardzo maty, wiec moze
dziwic¢ fakt, ze obserwowane miedzy populacjami komérek rdznice nie sg istotne
statystycznie.

Uwaga 9:

Oceniajgc cytotoksycznosé¢ pecherzykdw zewnagtrzkomoérkowych i sztucznych
egzosomow w warunkach hiperglikemii (str. 67-68) zastosowano normalizacje do
warunkéw ekspozycji na pecherzyki zewnatrzkomérkowe w warunkach
normoglikemii, dlaczego? Czy nie powinno sie tu raczej zastosowac normalizacji
do warunkéw, w ktérych komérki poddane s3 hiperglikemii, ale bez ekspozycji na
badane struktury biologiczne?

Uwaga 10:

Czes¢ pracy, w ktorej zaprezentowano wyniki testu gojenia ran zyskataby bardzo
na wartosci, gdyby zamiesci¢ w niej fotografie dla warunkéw poczatkowych
eksperymentu. '

Inne drobne uwagi techniczno-edytorskie, ktore nie bedq dyskutowane podczas
publicznej obrony:

1. Praca zostata przygotowana dos¢ starannie pod wzgledem edytorskim i
estetycznym, cho¢ wielko$¢ rysunkéw, rozmiar czcionek na rysunkach i w
tabelach powoduje, ze nie zawsze sg one w petni czytelne.

2. Mimo, ze jezyk angielski nie jest moim jezykiem ojczystym, a gtownie
narzedziem w pracy naukowej, zauwazytam w rozprawie (nie bardzo liczne)
btedy literowe i gramatyczne.

3. W pracy przytaczane sg informacje, definicje, rownania, ktére mimo, ze
nieoczywiste, nie sg poparte wtasciwymi odniesieniami do literatury.

4. W wielu miejscach pracy znalezé mozina btedne przekierowania do
informaciji, rysunkdw czy tabel (np. na str. 52, Il akapit, powinno by¢ réwnanie 4
w czesci 3.2 — jest w czesci 2.2; ostatni akapit na tej samej stronie, powinno by¢
krzywa kalibracji opisana w czesci 3.2 — jest 2.2).

5. Zaznaczone na rysunku 14B i C dla pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych
niepewnosci nie sg spdjne z danymi zamieszczonymi w tabelce na tym samym
rysunku.

Podsumowanie:

Niezaleznie od przedstawionych powyzej uwag, zamieszczone w pracy
doktorskiej Pani mgr Anny Drozdz rezultaty uwazam za bardzo cenne. Wskazujg
one na duzg wiedze Doktorantki w zakresie realizowanego tematu, dobre



przygotowanie w zakresie stosowanych metod eksperymentalnych, a takze
predyspozycje do pracy w interdyscyplinarnym zespole, w tym réwniez w
charakterze lidera. Nalezy podkresli¢ bowiem, ze przedstawione w rozprawie
rezultaty zostaty uzyskane w ramach projektu NCN Preludium 13 pt.
»Charakterystyka i synteza nosnikéw lekéw opartych na sztucznych egzosomach
skierowanych do leczenia powikfarh mikronaczyniowych w cukrzycy”, ktérym Pani
mgr Anna Drozdz kierowata oraz czterech dotacji celowych przeznaczonych na
finansowanie zadan stuzgcych finansowaniu badarn mtodych naukowcéw oraz
uczestnikow studiow doktoranckich na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej UJ. W okresie realizacji pracy doktorskiej, Doktorantka byta
wspotautorem 10 artykutéw opublikowanych w dobrych i bardzo dobrych
czasopismach z listy filadelfijskiej. Przy czym pierwszym autorem byta w dwdch
sposréd wspomnianych publikacji. Pani Drozdz wykazata sie zatem nie tylko
umiejetnoscig skutecznego prowadzenia pracy naukowej, ale z sukcesem
zdobywata $rodki na realizowane w ramach doktoratu badania i badaniami tymi
efektywnie kierowata.

Praca doktorska Pani mgr Anny Drozdz stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz potwierdza ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki do
stopnia doktora w dyscyplinie nauki fizyczne. Dlatego, stwierdzam, ze rozprawa
spefnia wszystkie zwyczajowe i formalne wymogi stawiane rozprawom
doktorskim w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne na Uniwersytecie
Jagiellonskim w Krakowie o dopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony
pracy doktorskiej oraz dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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