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Warszawa, 12.05.2025

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Patrycji Darii Kowalskiej

pt.: ,Pecherzyki zewnagtrzkomdrkowe mikroorganizmoéw niepatogennych — charakterystyka
oraz wptyw na komorki ludzkie”
wykonanej pod kierunkiem:
dr hab. Jolanty Mierzejewskiej, prof. Uczelni oraz dr Matgorzaty Milner-Krawczyk

Podstawg opracowania niniejszej recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
Biotechnologia Politechniki Warszawskiej z dnia 18 marca 2025 r.

Dobér i znaczenie tematu

Pani mgr inz. Patrycja Daria Kowalska podjeta w ramach rozprawy doktorskiej bardzo istotng
tematyke jakg jest mozliwos¢é wykorzystania  mikrobiologicznych  pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych  jako  nodnikdw  substancji  biologicznie  aktywnych o
udokumentowanych wiasciwosciach przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybicznych,
immunomodulujgcych i przeciwnowotworowych. Liczne badania podstawowe wskazujg na ich
potencjat aplikacyjny zaréwno w przemysle biotechnologicznym jak i diagnostyce medyczne;.
Wiekszos$é do tej pory opublikowanych prac dotyczy roli pecherzykow wydzielanych przez
komorki ssacze oraz pecherzykow wydzielanych przez mikroorganizmy patogenne oraz ich
roli w patogenezie wielu chordb, w tym progresji nowotwordw, choréb autoimmunologicznych,
a takze infekcji bakteryjnych. Z zwigzku z tym znaczgca rola pecherzykéw w wirulencji roznych
zagrazajgcych zyciu patogenow zostata szeroko udokumentowana a ich potencjat jako
nosnikow wirulentnych do komérek gospodarza zostat potwierdzony zaréwno na modelach in
vitro jak i in vivo.

Natomiast, korzystne efekty zdrowotne zwigzane z uwalnianymi pecherzykami przez
niepatogenne mikroorganizmy, w tym o potwierdzonych wiasciwosciach probiotycznych, sg
mniej znane. Tak wiec, rola pecherzykdw mikrobiologicznych wydzielanych przez szczepy
mikroorganizméw probiotycznych lub potencjalnie probiotycznych oraz bakteryjnych
szczepow hiepatogennych wzbudza obecnie coraz wieksze zainteresowanie naukowcow.

Dlatego tez uwazam, ze wybdor modelu badawczego jaki wybrata Doktorantka zostat starannie
przemyslany. Biorgc pod uwage, ze dotychczas pojawity sie nieliczne publikacje naukowe
pokazujgce, ze klasyczne drozdze piekarnicze S. cerevisiae wydzielajg zewnatrzkomoérkowe
pecherzyki membranowe zawierajgce roznorodne biatka, mozna zatozyC, ze produkcja i
wydzielanie pecherzykow wsrod réznych gatunkow drozdzy jest powszechna. Zbadanie pod
katem drozdzy, ktére sg na co dzieh spozywane wraz z pokarmem, tj. suplementy diety,
produkty mleczne czy kiszonki warzywne, jest w petni uzasadnione i nowatorskie. Ponadto,
zastosowanie niepatogennego szczepu bakterii Janthinobacterium lividum KP16 wyizolowanej
przez zespdt naukowy Politechniki Warszawskiej o potwierdzonych wiasciwosciach produkcji
wiolaceiny jako metabolitu o stwierdzonych wtasciwosciach przeciwbakteryjnych,
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immunomodulacyjnych i przeciwnowotworowych do badan nad mozliwoscig wykorzystania
produkowanych pecherzykéow jako nosnikow tego metabolitu w sposéb istotny podnosi
innowacyjnos¢ przeprowadzonych badan.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w formie dysertacji naukowej, liczacej 213
stron. Zawiera 21 tabel, 58 rysunkéw, 4 zatgczniki, wykaz skrotow oraz 260 pozycji literatury,
z ktérych wiekszos¢ pochodzi z ostatniego dziesieciolecia. W czesci pierwszej praca zawiera
cel oraz hipoteze badawczg, natomiast w czeéci drugiej zamieszczono wstep z przeglagdem
literatury tematycznie zwigzanej, w ktorej doktorantka przedstawia oraz uzasadnia istotnosc
podjetych badan. W trzeciej czesci pracy doktorantka szczegétowo opisuje uzyty materiat
biologiczny oraz metodyke badan, zaréowno w formie opisowej, jak i poprzez schematy oraz
rysunki. W rozdziale czwartym rozprawy doktorskiej doktorantka umiescita obszerny rozdziat
poswiecony omowieniu wynikow potgczony z dyskusjg opatrzony dokumentacjg fotograficzna,
rysunkami, diagramami oraz tabelami. W ostatniej czesci pracy doktorantka podsumowata
uzyskane wyniki badan odnoszac sie do postawionego celu. Catos¢ pracy konczy sie opisem
przysztych perspektyw terapeutycznego wykorzystania pecherzykéw mikrobiologicznych jako
mediatorow w komunikacji miedzykomorkowej oraz nosnikow zwigzkéw biologicznie
aktywnych, w tym transporterow lekéw ukierunkowanych na patogeneze chordb
cywilizacyjnych.

Zaproponowany uktad dysertaciji jest typowy dla rozpraw doktorskich, niemniej jednak istnieje
rozbieznos¢ dotyczgca kolejnosci rozdziatu dotyczgcego wprowadzenia (rozdziat 2) czytelnika
w obszar badan i celowosci ich podjecia oraz na tej postawie postawionej hipotezy badawczej
i celu pracy, ktéry rozwigzuje problem badawczy (rozdziat 1). Zdecydowanie bardziej czytelne
bytoby przedstawienie tych rozdziatbw w odwrotnej kolejnosci. Polszczyzna w rozprawie
doktorskiej jest poprawna, precyzyjna, unikajgca zargonu laboratoryjnego. Nie mniej jednak
pojawity sie nieliczne, ,nienaukowo” przedstawione sformutowania, np.: strona 28 ,muszag
produkowa¢ odpowiednie biatka”’, strona 61 ,niestety osad nie byt widoczny okiem
nieuzbrojonym”, strona 106 ,zupetnie nie nadaje sie do izolacji’, strona 121 ,ktére mozna
posgdzi¢ o zdolnos¢”, strona 125 ,ktdre bez problemu mozna zaobserwowac”.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi forme dysertacji naukowej podzielonegj
na poszczegolne rozdziaty. Pierwszy rozdzial dotyczyt celu oraz hipotezy badawczej pracy.
Gtéwnym celem badan postawionym przez Doktorantke byta ,weryfikacja bezpieczerstwa
pecherzykow w_potencjalnych terapiach przeciwnowotworowych”. Na tej podstawie
zweryfikowano hipoteze badawczg - ,brak toksycznego wptywu mikropecherzykow
wytwarzanych przez mikroorganizmy, takie jak drozdze probiotyczne i bakterie niepatogenne
na komorki ludzkie (na przyktadzie modelu komérek jelitowych cztowieka) oraz mozliwos¢ ich
wykorzystania jako nosnikéw zwigzkdw biologicznie czynnych do tworzenia DDS-EVS’
(system dostarczania lekéw). W odniesieniu do tytutu rozprawy doktorskiej uwazam, ze tytut
.Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe mikroorganizmoéw niepatogennych — charakterystyka oraz
wpltyw na komorki ludzkie” nie uwzglednia wszystkich istotnych aspektéw wynikajgcych z
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przeprowadzonych badan a przede wszystkim sformutowanego przez Doktorantke celu
badawczego. W mojej opinii cel badan nalezato by rowniez zmodyfikowa¢ poprzez dodanie
celow szczegotowych, ktére zdefiniowalyby szczegdtowe zadania badawcze na podstawie
ktorych zostata by zweryfikowana hipoteza badawcza.

Drugi rozdziat rozprawy doktorskiej — wstep pracy (wprowadzenie), zawiera przeglad
literatury naukowej stanowigcej solidng podstawe teoretyczng, umozliwiajgcg sformutowanie
przez Doktorantke celu pracy oraz hipotezy badawczej. W poszczegdinych podrozdziatach
stanowigcych zwartg catos¢ wynikajgco jasno z poprzednich, Doktorantka szczegotowo
przedstawita charakterystykg zewnatrzkomérkowych pecherzykéw mikrobiologicznych jako
potencjalnych nosnikéw zwigzkow biologicznie czynnych do komorek ludzkich oraz mozliwosci
ich aplikacyjnego wykorzystania w terapii i diagnostyce. Poruszyta bardzo wazne zagadnienia
dotyczgce trudnosci ich prawidtowej izolacji i zaznaczajgc brak dotychczas opracowanych
standardowych protokotow izolowania prowadzgcych do rozbieznych danych i trudnosci w
porownywaniu badan. Zaznaczyta w ten sposob potrzebe opracowania i optymalizacji
jednolitych i uproszczonych metod izolacji pecherzykéw z zachowaniem ich jakosci i
potencjatu terapeutycznego. Opisata role pecherzykow mikrobiologicznych jako mediatorow
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Podkredlita réwniez wysoki potencjat terapeutycznych
pecherzykow bakteryjnych w tym pochodzacych ze szczepdw probiotycznych. Wstep pracy
zamyka rozdziat podsumowujgcy  aktualne badania dotyczace potencjatu
zewnatrzkomérkowych  pecherzykéw  mikrobiologicznych  jako  no$nikow  zwigzkow
bioaktywnych w tym mozliwosci ich praktycznego wykorzystania do tworzenia systemow
przenoszenia lekéw. W oparciu o literature Doktorantka skutecznie zweryfikowata luki w
wiedzy, ktore jej praca ma na celu wyjasni¢. Wybér literatury jest nie tylko aktualny, ale takze
zréznicowany, co pozwala na wieloaspektowe spojrzenie na omawiane zagadnienia oraz
wskazuje na dokfadnosé i rzetelno$¢ w podejsciu badawczym Doktorantki. Stwierdzam, ze
wstep pracy zostat opracowany prawidtowo, poruszajgc i wprowadzajgc w najwazniejsze
zagadnienia ujete w rozprawie.

W czesci metodycznej rozprawy doktorskiej stanowigcej trzeci rozdziat, Doktorantka zawarta
opis wykorzystanego materiatu biologicznego oraz zastosowanych metod badawczych.
Rozdziat ten zostat wzbogacony w ryciny oraz tabele, co znaczaco utatwito zrozumienie
przedstawianych informacji. Doktorantka zamiescita bardzo szczegétowg liste uzywanych
odczynnikow i buforéw wraz z opisem ich przygotowania oraz wykaz wykorzystanej aparatury.
Ponadto, kazdy etap badania zostat starannie opisany, co pozwala na replikacje
przeprowadzonych eksperymentéw przez innych badaczy w tej dziedzinie i podkresla
solidnos¢ naukowego podejscia Doktorantki. Nalezy rowniez podkresli¢, ze dobor materiatu
biologicznego stanowit solidng podstawe dla zaplanowanych eksperymentow. Wiedza na
temat zewnatrzkomoérkowych pecherzykéw wydzielanych przez drozdze klasyfikowane jako
GRAS lub potencjalnie probiotyczne jest ograniczona do zaledwie kilku naukowych publikaciji.
Réwniez dobdr linii komdrkowych jako ludzkiego modelu nabtonka jelita grubego, zaréwno
pochodzenia nowotworowego jak i prawidtowych komoérek, a takze komoérek tucznych zostat
starannie przemyslany, co umozliwito kompleksowg analize interakcji pecherzykéw z roznymi
typami komoérek. Stwierdzam, ze rozdziat ,Materiat i metody” zostat bardzo dobrze
przygotowany, co potwierdza doskonate przygotowanie Doktorantki w zakresie doboru technik
badawczych wykorzystanych podczas prowadzonych badan.
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Omoéwienie wynikéw wraz z dyskusjg zostato przedstawione przez Doktorantke w rozdziale
czwartym rozprawy doktorskiej. Opisy wynikdw w tresci rozprawy przedstawiono rzeczowo i
syntetycznie z podziatem na etapy zgodnie =z ukladem przyjetym w czesci metodyczne;.
Szczegoétowe omowienie wynikdw zostato poprzedzone graficznym schematem podziatu
pracy badawczej na poszczegolne etapy co pozwolito czytelnikowi na szybkg analize
kluczowych informacji przed przystgpieniem do analizy czgstkowych wynikow.

Omowione wyniki badan zostaty podzielone 3 gtéwne etapy:

1) izolacje oraz charakterystyke morfologiczng i proteomiczng zewnagtrzkomérkowych
pecherzykow z hodowli drozdzy oraz hodowli bakteryjnej;

2). ocene ich zdolnosci do interakcji z komorkami ludzkimi oraz zbadanie ich wptywu na
cytotoksycznosé i odpowiedz metaboliczng eksponowanych na nie komérek na modelu in
Vitro;

3). ocene potencjalu badanych pecherzykéw w celu ich wykorzystania jako nos$nikow
biologicznie aktywnych substanciji, tj. wiolaceiny i doksorubicyna, a nastepnie zbadanie krétko
i dilugoterminowej ekspozycji komérek na egzogennie zatadowanej substancji w
pecherzykach.

Opis wynikow jest niezwykle szczegdtowy i wsparty odpowiednig dokumentacjg w postaci
zdjeé, wykresow i tabel, co podkresla rzetelnos¢ przeprowadzonych badan oraz umozliwia ich
tatwiejszg interpretacje. Tak ztozony model badawczy oraz mnogos¢ zastosowanych w
badaniach metod jest atutem recenzowanej rozprawy doktorskiej i swiadczy o rzetelnosci
prowadzonych prac badawczych i duzym zaangazowaniu Doktorantki.

Omawiajgc wyniki badan dotyczace charakterystyki proteomicznej mikropecherzykow
mikrobiologicznych Doktorantka zacytowata dwie oryginalne prace zespotu (publikacja numer
21 oraz 105). W jednej pracy jest autorem wiodgcym (publikacja numer 105), a w drugiej
drugim wspétautorem (publikacja numer 21). Szkoda, ze Doktorantka na wstepie rozprawy
doktorskiej nie umiescita informacji o publikacji tych prac, tym bardziej, ze prace dotyczyly
zagadnien rozprawy doktorskiej i zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z listy
JCR. Tak wiec przeszly przez proces krytycznej recenzji przez ekspertéw z tej dziedziny, co
istotnie podwyzsza rzetelno$¢ uzyskanych wynikow oraz wartos¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej, ktéra mogta by przyjgé forme hybrydowa.

W mojej ocenie prowadzona rownolegle dyskusja dotyczgca uzyskanych wynikéw jest
najstabszg strong tego rozdziatu. Doktorantka jedynie zasygnalizowata uzasadnienie
uzyskanych wynikéw na tle dostepnych danych literaturowych, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do niedostatecznego zrozumienia ich znaczenia. Zawezenie dyskusji polega na
tym, Ze nie zostata ona w petni rozwinieta, co uniemozliwia czytelnikowi petne docenienie
kontekstu badan. W rezultacie czytelnik czuje potrzebe siegniecia do dodatkowych materiatow
zrodtowych, aby zgtebi¢ ztozonos¢ omawianych zagadnien. Biorgc pod uwage bogaty zasob
literatury dotyczgcej pecherzykdéw mikrobiologicznych oraz ich wptywu na komérki ludzkie,
bardziej szczegodtowa i krytyczna analiza dostepnych danych bytaby niezwykle korzystna.
Umozliwitaby ona nie tylko lepsze zrozumienie wynikéw, ale takze umiejscowienie ich w
szerszym kontekscie badawczym, co jest istotne dla podkreslenia innowacyjnosci i wartosci
naukowej przeprowadzonych badan.
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Zasadniczg czes¢ rozprawy zamyka rozdziat 5 - ,Podsumowanie i perspektywy przysztych
badan”, podsumowujagcy poszczegoélne etapy badan wraz z otrzymanymi wynikami, ktore
umozliwity realizacje celu pracy doktorskiej oraz weryfikacje postawionej hipotezy.
Doktorantka nie postawita jednoznacznych, wypunktowanych wnioskéw ani koncowych
stwierdzen wynikajgcych z przeprowadzonych badan, ktére w sposob klarowny odniostaby sie
do zweryfikowanej hipotezy oraz postawionego celu badan. Niemniej jednak, poprawnie
zinterpretowata i podsumowata osiggniete wyniki, tgczac je ze stwierdzeniami dotyczgcymi
przysztych badan, co potwierdza jej zdolnos¢ do krytycznej analizy i refleksji dotyczacych
uzyskanych wynikéw.

Podsumowujgc, tematyka podjetych badan, ich wielokierunkowo$é oraz innowacyjny i
aplikacyjny charakter, jak rowniez czytelny, logiczny sposob ich analizy wskazuje na duza
warto$¢ naukowg przedstawionej dysertacji. Jednak kazda bardzo dobra rozprawa doktorska
pobudza do stawiania pytan, ktére wynikajg z ciekawosci naukowej czytelnika. Nie inaczej jest
w przypadku rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Darii Kowalskiej. W zwigzku z tym
prositabym, aby Doktorantka odniosta sie w trakcie obrony publicznej do nastepujacych
zagadnien:

1. Czy przeprowadzenie jednego powtorzenia izolacji zewnatrzkomérkowych pecherzykéw z
materiatu biologicznego jest wystarczajgce do wyboru efektywnej ich izolacji ?

2. Czy zamrazanie i przechowywanie pecherzykéw w temperaturze -80°C nie wplyneto na
ich aktywnos¢ biologiczng w kontekscie eksperymentéw na liniach komérkowych ?

3. Czy warunki hodowli mogg wptywaé na sktad biatkowy wewnagtrz mikropecherzyka? Jezeli
tak, to ktory parametr jest najbardziej krytyczny ?

4. Czy moze Doktorantka wyjasni¢ dlaczego uzycie barwnikow fluorescencyjnych barwigcych
btone lipidowg pecherzykow zwieksza ich stezenie i Srednig wielkos¢.

5. W ramach przeprowadzonych badan dotyczgcych charakterystyki wyizolowanych
pecherzykéw zostat okreslony ich potencijat blonowy okre$lany jako potencjat zeta, ktéry w
kontekscie terapii i dostarczania lekow jest kluczowym parametrem definiujgcym
stabilnos¢ i skutecznos¢ zawiesin koloidalnych, w tym pecherzykow. Podczas dyskusii
uzyskanych wynikéw Doktorantka wskazata, ze ,za stabilne struktury, ktére nie ulegaja
agregacji uznaje sie czasteczki o tadunku bliskim -20 mV i nizszym”. Badane w pracy
pecherzyki charakteryzowaty sie tadunkiem pomiedzy -3,53 a -5,68 Z [mV], co jak
zauwazyta doktorantka bedg bardzo tatwo ulegaty agregacji. Czy takie parametry mogag
Swiadczy¢, ze uzyskane pecherzyki mogg by¢ problematyczne w ich aplikacyjnym
wykorzystaniu jako skutecznych nosnikéw zwigzkéw biologicznych czynnych w terapii
DDS ? Czy niski potencjat zeta jest skorelowany z ich biodostepnoscig i efektywnoscig
wchtaniania tadunku przez docelowe komoérki ? Czy warunki i/lub okres przechowywania
moze wptywac na ich potencjat do agregac;ji czy jest to cecha szczepowo-zalezna ?

6. Jakie mechanizmy mogg wyjasniac réznice w wydzielaniu reaktywnych form tlenu (ROS)
miedzy liniami komoérkowymi HT-29 i HCT116 w odpowiedzi na obecnos¢ pecherzykéw
drozdzowych?

7. Jak zinterpretuje Doktorantka zréznicowany wzor ekspresji metaloproteinaz i ich
inhibitoréw w badanych liniach nowotworowych pod wplywem ekspozycji na badane
pecherzyki ?
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Podsumowanie i wniosek koncowy

W podsumowaniu recenzowanej pracy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Darii Kowalskiej
stwierdzam, ze Doktorantka we wtasdciwy sposob zaplanowata i przeprowadzita prace
eksperymentalne z wykorzystaniem innowacyjnego warsztatu metodycznego do
kompleksowej oceny zewnatrzkomoérkowych pecherzykow mikrobiologicznych
produkowanych przez mikroorganizmy niepatogenne, w tym probiotyczne szczepy drozdzy,
pod wzgledem ich interakcji z komoérkami eukariotycznymi oraz potencjatu do wchianiania i
transportowania zwigzkéw biologicznie aktywnych. Wyniki otrzymane w ramach realizacji
poszczegoélnych etapow pracy doktorskiej potwierdzajg, ze pecherzyki wydzielane przez
probiotyczne szczepy drozdzy oraz niepatogenny szczep bakteryjny posiadajg potencjat
biologiczny, ktéry moze by¢ wykorzystany w przysziosci do opracowania nowych strategii
ukierunkowanych na wykorzystaniu ich jako nosnikow zwigzkéw bioaktywnych. Nalezy
podkreéli¢, ze Doktorantka w swojej pracy doktorskiej skupita sie na kompleksowej
charakterystyce pecherzykéw mikrobiologicznych, co istotnie podkresla innowacyjny charakter
prowadzonych badan. Nalezy zaznaczyé, ze wiekszos¢ dotychczas opublikowanych badan
skupia sie na roli pecherzykéw pochodzacych z komdrek ludzkich lub ssaczych oraz
mikropecherzykow wydzielanych przez bakterie patogenne, jako nos$nikéw czynnikdw
wirulentnych do komérek gospodarza posredniczacych w patogenezie zakazen bakteryjnych
a hawet w promowaniu rozwoju i progresji raka poprzez indukcje stanu zapalnego gospodarza.

W przeciwienstwie do tego, zewnatrzkomorkowe pecherzyki produkowane przez probiotyczne
szczepy grzybow pozostajg niemal nietknietym obszarem badan, mimo ze wykazujg
obiecujgce wiasciwosci biologiczne a takze potencjalne ich bezpieczenstwo. Ich potencjat w
transporcie zwigzkéw bioaktywnych, a takze w terapeutycznym wykorzystaniu w
nowoczesnych strategiach przeciwnowotworowych, zastuguje na kompleksowe badania. W
zwigzku z rosngcym zainteresowaniem biotechnologig pecherzykdéw mikrobiologicznych oraz
poszukiwaniem innowacyjnych metod leczenia, badania nad pecherzykami mikroorganizmaéw
probiotycznych mogg otworzyé nowe perspektywy w leczeniu choréb jelitowych w tym terapii
nowotworowej. Dlatego tez, podjecie tematu pracy doktorskiej uwazam za nowatorskie,
celowe i uzasadnione, a uzyskane i przedstawione wyniki majg istotne znaczenie poznawcze.

Reasumujgc, rozprawa doktorska Pani Patrycji Darii Kowalskiej spetnia wymagania Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pdzn.
zm.) konieczne do uzyskania stopnia doktora. Zatem wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Patrycji Darii
Kowalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony. Wnioskuje
rowniez o wyrdznienie rozprawy. Uzasadnienie przyznania wyrdznienia rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Darii Kowalskiej przedstawiam w odrebnym wniosku.
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