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Wprowadzenie

Ludzie zawsze chcieli zy¢ dtugo i w pelni zdrowia. Marzenie to napedza tysiace
naukowcéw, lekarzy i farmaceutéw na calym $wiecie w ich pracy nad
urzeczywistnieniem tego dazenia ludzkosci. Rezultaty tych wysitkéw juz s3 imponujace,
W ciggu ostatnich 100 lat $rednia dtugo$¢ zycia ludzi na ziemi ulegta podwojeniu (Max
Roser, 2018, "Life Expectancy”), niemniej ciaggle wiele pozostaje w tym wzgledzie do
zrobienia. Ten wzrost $redniej dtugosci zycia w ciggu ostatniego wieku zawdzieczamy
gtownie upowszechnieniu higieny, szczepieniom i antybiotykom, a takze ogolnej
poprawie warunkdw zywieniowych i dostepowi do czystej wody. Dalsze powiekszanie
sredniej dlugosci Zycia oraz zapewnienie ludziom dtugotrwatego zdrowia wymaga coraz
czgsciej siegania po bardzo zlozone i czesto drogie rozwigzania - terapie. Obecnie
szczegblnie istotne staje si¢ wykorzystanie w medycynie wiedzy pochodzacej z
najnowszych odkry¢ w dziedzinie biologii oraz wykorzystanie osiagnie¢ pochodzacych
z innych dyscyplin naukowych. Niniejszy doktorat jest przyktadem tej tendencji w

nauce. W recenzowanej pracy pokazano opracowanie nowego systemu do dostarczania



lekéw do komorek. Technologia ta polega na wykorzystaniu modyfikowanych
egzosoméw w leczeniu powiklan cukrzycy w obszarze komplikacji - patologii
mikronaczyniowych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Drozdz, pod tytulem “Characterization and
synthesis of drug carriers based on artificial exosomes dedicated to treatment of the
microangiophatic complications of diabetes”, zostata napisana po angielsku i obejmuje
opracowanie i przeprowadzenie syntezy sztucznych egzosomoéw o potencjalnym
zastosowaniu leczniczym. Egzosomy to jedna z trzech odmian pecherzykéw
zewngatrzkomorkowych. Zbudowane s3 z btony komérkowej i zawieraja rézne czynniki
biologiczne: biatka, krétkie kwasy nukleinowe, specyficzne lipidy blonowe. Egzosomy sa
wydzielane przez wigkszos¢ komérek eukariotycznych, w organizmach zlozonych
peinia one wazna role w komunikacji miedzykomérkowej zaréwno w stanach
normalnych jaki patologicznych. Od momentu ich odkrycia s3 intensywnie badane, jako
czynnik mogacy znalez¢ zastosowanie zarowno w diagnostyce jak i w terapii wielu
choréb metabolicznych oraz nowotworowych. Pierwsze obserwacje egzosoméw
publikowane byly w latach 6o-tych aczkolwiek nazwa , extracellular vesicle” - EVs po raz
pierwszy pojawila si¢ w publikacjach z 1971 roku. Praca doktorska Pani Anny skupia sie
wiasnie na zastosowaniu sztucznych EVs bedacych produktami fuzji naturalnych EVs i
sztucznie wytworzonych liposoméw. Podejscie to pozwala na wykorzystanie
naturalnych nosnikéw do przenoszenia wprowadzonego do nich drogg fuzji z
liposomami tadunku - miRNA. Proponowanym przez Panig Anne zastosowaniem tak
otrzymanych EVs jest leczenie patologicznych zmian w obrebie matych naczyn
krwionosnych spowodowanych cukrzycg. Wybdr choroby jest bardzo dobry ze wzgledu
na jej coraz powszechniejsze wystgpowanie i powazne komplikacje, jakie wywoluje.
Dlugotrwale zwigkszony poziom glukozy we krwi powoduje patologiczne zmiany na
poziomie matych naczyn krwionosnych, ktére moga prowadzi¢ do utraty wzroku,
uszkodzenia nerek czy utrudnionego gojenia sie ran. Jako czynnik leczniczy w tak
wytworzonym  systemie celowanego podawania zastosowano anty-miR-221-3p.
Znaczenie miR-221-3p jest opisane w literaturze patologii mikro-naczyniowych
towarzyszacych cukrzycy. Jako wskaznik skutecznosci dzialania przyjeto ekspresje

znanego z badan czynnika TIMP-3, inhibitora metaloproteinaz.



Praca Doktorska Pani Anny Drozdz jest bardzo dobrze zaplanowanym szlakiem
syntezy syntetycznych EVs zawierajgcych anty-miR-221-3p, w ktérym wszystkie kolejne
kroki s3 potwierdzane przez szereg analiz i optymalizowane. Czynnik anty-miR-221-3p
byt wprowadzany do EVs na drodze fuzji z liposomami. Efektywnosé¢ fuzji EVs i
liposoméw byla oceniana na podstawie zjawiska FRET, co uwazam, zZe jest bardzo
eleganckim rozwigzaniem. Finalna skuteczno$¢ dzialania zaproponowanego i
wykonanego czynnika terapeutycznego, syntetycznych EVs zawierajacych anty-miR-
221-3p, dokladnie ich wplyw na ekspresje TIMP-3, zostala potwierdzona w
eksperymencie z komérkami HUVEC, wykonano badania qPCR, western blot, badanie
ekspresji metaloproteinaz oraz metoda wound healing assay. W ten sposéb
potwierdzono stuszno$¢ obranej dlugiej drogi badawczej.

Uzyskane w ramach wykonywania doktoratu wyniki ukazaly sie ponadto w
jedenastu publikacjach oraz byly prezentowane na o$miu wystapieniach
konferencyjnych. Publikacje ukazaly si¢ w ciagu czterech lat wykonywania pracy
doktorskiej (2016-2020). Uwazam, ze taki dorobek publikacyjny powstaty w tak krétkim
okresie intensywnej pracy nad doktoratem to bardzo dobre osiggniecie. Tym bardziej,
ze prace eksperymentalne z zakresu biologii komorkowej i biochemii wymagaja sporego

wysitku od eksperymentatora i pochlaniajg duzo czasu...

Uwagi krytyczne

Przebieg prac eksperymentalnych zostat bardzo dobrze zaplanowany i
przeprowadzony wraz z szeregiem badan potwierdzajacych poprawnosé zalozen i
przebieg kolejnych krokéw. Opis wszystkich kolejnych krokéw i wynikéw pomiaréw
zostal przedstawiony w sposob precyzyjny i wyczerpujacy. Niemniej do samego opisu
tych badan - tekstu samej pracy, wkradt sie szereg btedéw edytorskich czy niescistosci w
opisie czy nazewnictwie réznych zwigzkéw chemicznych. Na poczatku natkngtem sie na
biad w najwazniejszym stowie tej rozprawy - ,,egzosomy” w Streszczeniu... Skrét et al.”
nawet w tekscie angielskim pozostaje skrotem lacinskim od et alii, et aliae, et alia,
nigdzie tu nie wystepuje podwojne ,1” nie wiem czemu znalazlo sie w tekscie pracy, no i
samo ,et” nie jest skrotem, wiec kropka po ,et” nie jest potrzebna (str.80). Spis symboli
zamieszczony w pracy jest niekompletny, na przyklad nie zawiera skrétu DOSPA,

zreszta w nazwie chemicznej tego zwiagzku jaka znajdujemy w tekscie pracy (str.79) jest



blad. Na szczescie da sie go odszukac¢ na podstawie skrétu w bazie danych [UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Generalnie przedstawione w
tekscie nazwy zwigzkéw chemicznych s3 niespdjne, podawane zgodnie z réznymi
standardami nazewnictwa i raz z wykorzystaniem nawiaséw kwadratowych raz
okraglych. Zalecalbym na przyszto$¢ przyjecie jednego standardu - najlepiej wilasnie
zgodnego z zaleceniami I[UPAC. Mam tez uwagi odnosnie podawania wynikéw pomiaru
/ eksperymentu, oraz towarzyszacego mu btedu pomiaru. W zasadzie nie ma sensu
przedstawianie btedu pomiaru wiekszego - dluzszego niz dwie cyfry znaczace a
prezentowany wynik pomiaru - jego dwie ostatnie cyfry znaczace nie powinny by¢
mniejsze, co do zakresu, od prezentowanego btedu pomiaru. W kilku miejscach pracy
przedstawiajac wyniki odstgpiono od tej zasady.

Co do przyjetego szlaku syntezy egzosoméw i zastosowanych metod

analitycznych uwag nie mam.

Whioski konicowe

Przedstawiona przez Pania mgr Anne Drozdz rozprawa doktorska pt.
“Characterization and synthesis of drug carriers based on artificial exosomes dedicated
to treatment of the microangiophatic complications of diabetes” stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, za$ Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng
oraz umiejetnoscia samodzielnego planowania i prowadzenia eksperymentalnej pracy
badawczej. Wykazala sie rowniez umiejetnoscig krytycznej analizy otrzymywanych w
laboratorium wynikéw oraz jej odpowiedniego przedstawiania. Prace uwazam za
poprawnie napisang a zamieszczone w recenzji uwagi krytyczne nieznacznie tylko
umniejszaja jej odbior.

Stwierdzam, ze catkowicie spetnione zostaly wymagania Ustawy z dnia 14 marca
2003 I. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w dziedzinie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), wobec czego wnosze o

dopuszczenie Pani mgr Anny Drozdz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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