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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Patrycji Kowalskiej
pt. ,,Pecherzyki zewnatrzkomorkowe mikroorganizmoéw niepatogennych — charakterystyka
oraz wptyw na komorki ludzkie”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Jolanty Mierzejewskiej, prof. uczelni
zrealizowanej w Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej

Podstawg formalng wykonania recenzji jest pismo pana Prof. dr hab. inz. Michata
Chudy, przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia z dnia 18 marca 2024
roku, ktére informuje o powierzeniu mi obowigzkéw recenzentki wspomnianej wyzej
rozprawy doktorskiej.

Przewdd doktorski procedowany jest na podstawie ustawy z dnia 20 lipca marca 2018
r. o Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668). Zgodnie z art. 187
ustawy, w niniejszej recenzji ocenione zostanie czy rozprawa doktorska prezentuje ogolna
wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie biotechnologia i umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej oraz czy praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego.

Rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Kowalskiej przygotowana zostata wedtug
klasycznego opracowania monograficznego i posiada typowy uktad z poszczegdlnymi
czesciami wyodrebnionymi jako rozdziaty: Streszczenie i Abstract (w j. ang), Cel pracy wraz z
okreslong hipoteza badawczg, Wstep teoretyczny, Materiaty i metody, Wyniki i Dyskusja,
Podsumowanie i perspektywy przysztych badan, Bibliografia (260 pozycji), Wykaz skrotow,
Spis rysunkow i tabel oraz dotaczone sg zataczniki. tacznie rozprawa doktorska liczy 213 stron
i zawiera 58 rycin oraz 21 tabel. Przedstawione wyniki badan powstaty w trakcie realizacji kilku
projektow: (i) OPUS 25 , Pecherzyki zewngtrzkomorkowe drozdzy probiotycznych jako nosniki
biologicznie aktywnych molekut przekazywanych do komorek Iudzkich w przewodzie
pokarmowym” (NCN 2023/49/B/NZ9/03663), ktérego kierownikiem jest dr hab. prof. uczelni
Jolanta Mierzejewska; (i) BIOTECHMED-2 Advanced , Pecherzyki zewnqtrzkomdrkowe drozdzy
probiotycznych jako nosniki biologicznie aktywnych substancji” (finansowany w ramach
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projektu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza), kierownikiem byta dr hab. prof.
uczelni Jolanta Mierzejewska; (iii) MINIATURA-5 ,Pecherzyki zewngtrzkomodrkowe
Janthinobacterium lividium jako nosniki wiolaceiny — substancji o udowodnionym dziataniu
terapeutycznym” (NCN 2021/05/X/NZ1/01372), ktérego kierownikiem byta dr Matgorzata
Milner-Krawczyk.

Ocena merytoryczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

W rozprawie doktorskiej podjeto prébe scharakteryzowania pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych syntetyzowanych przez niepatogenne mikroorganizmy, bakterie i
drozdze, i ocene dalszego ich wptywu na komorki ludzkie. Ponadto, dokonano oceny
przydatnosci izolowanych pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych jako potencjalnych nosnikow
zwigzkdéw biologicznie czynnych celem zaproponowania strategii systemu dostarczania lekow.

Pecherzyki zewnatrzkomodrkowe (extracellular vesicles, EVs) odgrywaja role w wielu
procesach fizjologicznych i patologicznych, petnigc kluczowg role w komunikacji miedzy
komorkami. Biorg miedzy innymi udziat w hamowaniu reakcji zapalnych, modulowaniu funkcji
komérkowych i regeneracji uszkodzen tkanek, modulowaniu ukfadu odpornosciowego i
niezbedne sg do zachowania komdrkowej homeostazy. W zwigzku tym, ze EVs znajdowane s3
w wiekszosci ptynéw ustrojowych, i dodatkowo biorgc pod uwage fakt, ze petnig role w
procesach nowotworzenia, szeroko badana jest ich rola jako nosnikéw potencjalnych
biomarkeréw i nowych celéw terapeutycznych. Badania jednak dotad prowadzone dotycza
przede wszystkim EVs wydzielanych przez komorki ludzkie. Z tego wzgledu, podjety przez
Doktorantke temat badawczy skupiajacy sie na ocenie pecherzykdéw zewngtrzkomérkowych,
ale produkowanych przez mikroorganizmy niepatogenne jest nowatorskim podejsciem.
Niezaleznie jednak od podjetego tematu badawczego i udziatu pecherzykow
zewngtrzkomorkowych, nalezy zaznaczy¢, ze stosunkowo mata jest liczba opublikowanych
prac badawczych zawierajacych charakterystyke identyfikowanych i izolowanych EVs. Stad
wartym podkreslenia jest tez, ze w pracy Doktorantka bardzo szeroko prezentuje wyniki
dotyczace charakterystyki izolowanych pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, dodatkowo
syntetyzowanych przez rézne modele badawcze mikroorganizméw. Zaproponowana przez
Autorke analiza ich budowy, zawartosci i interakcji z komdrkami ludzkimi stanowi podstawe
do uzupetnienia luki w obecnym stanie wiedzy i ma duzy potencjat odkrywczy.

W pierwszej czesci dysertacji opisane zostaty cel gtéwny pracy oraz sformutowano
hipoteze badawczg, co umozliwia Czytelnikowi punkt odniesienia i petni kluczowg role
zaréwno dla struktury pracy, jak i dalszego jej odbioru. Doktorantka, w rozdziale ,Wstep”
umiejetnie wprowadzita Czytelnika w prezentowang tematyke badawczg. Przedstawione
zostaty wiadomosci ogolne dotyczace EVs i jednocze$nie zaprezentowano, dokonujgc
przegladu baz danych, braki i niedosyt informacji dotyczacych szczegdlnie EVs izolowanych z
mikroorganizméw, w tym niepatogennych. To wskazuje na wiasciwy wybdr tematu
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badawczego dokonanego przez Doktorantke. Cenne zagadnienia, ktére znalazly sie w tej czesci
pracy, min. mechanizmy pobierania EVs przez komodrke, metody izolacji EVs, czy opis
natywnego tadunku pecherzykéw i mozliwosci ich modyfikacji s3 $wietnym wstepem
teoretycznym i pozwalaja w nastgpstwie zrozumied, dlaczego zostaty przeprowadzone
okreslone rodzaje badarn w dalszej czesci pracy. Ponadto, zaproponowany opis szczepdw
probiotycznych i warunki probiotycznosci, a w szczegdlnosci zaprezentowanie roli
pecherzykdw zewngtrzkomérkowych jako potencjalnych nowych , postbiotykéw” wskazuje na
duzy zasob wiedzy teoretycznej jaki prezentuje Doktorantka oraz umiejetnos$é poszukiwania
nowych rozwigzan dla postawionego celu badawczego. Pragne tez podkreslié, ze caty rozdziat
wstepny jest napisany we wtasciwy sposdb, opisane sg wazne i kluczowe zagadnienia dla
zrozumienia catej dysertacji. Warto zaznaczy¢ rowniez, ze praca jest ubogacona wieloma
rycinami i schematami, nie tylko zreszta zaprezentowanymi w tym rozdziale.

W pracy do badan wykorzystano trzy modele szczepéw mikrobiologicznych do oceny i
charakterystyki wydzielanych przez nie pecherzykéw. Co wazne, znalazty sie tu zaréwno
drozdze Saccharomyces boulardii i Kluveromyces marxianus, jak i bakterie Janthinobacterium
lividium. O ile wsrdd przedstawicieli drozdzy znajdujg sie szczepy zaliczane do probiotycznych,
o tyle by¢ moze dla celéw poréwnawczych do analizy EVs bakteryjnych, warto bytoby dodaé
szczep rowniez probiotyczny, na przyktad z rodzaju Lactobacillus. Z drugiej jednak strony,
rozumiem, ze wybodr Janthinobacterium lividium podyktowany byt jego zdolnoscig do
produkcji wiolaceiny, ktora w nastepstwie byta charakteryzowana w dalszej czesci pracy.

Warto zauwazy¢, ze znaczng czes¢ recenzowanej pracy doswiadczalnej stanowig
eksperymenty zwigzane z doborem i optymalizacjg uktadu badawczego, w tym szczegdlnie z
procesami odzysku EVs oraz dalszego ich przechowywania. Czesto, w tego typu pracach
obserwuje sie odwzorowanie zastosowanego przez innych autorédw modelu
eksperymentalnego, choc¢ nie zawsze jest to podejscie witasciwe. W trakcie wielu
eksperymentéw Doktorantka zastosowata kilka wariantow do ich przeprowadzenia; dla
przyktadu byty to rézne metody separacji (ExoPrism, ExoDisc, strgcanie), rozne techniki oceny
dystrybucji wielkosci (DLS i NTA), czy rézne metody przechowywania (mrozenie, DMSO, FBS).
Uzycie tak wielu wariantow metodycznych w pracy, pozwala twierdzi¢, ze zeprezentowane
wyniki nie sg obarczone btedem, chocby metodologicznym. Co wiecej, takie podejscie
Kandydatki wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia i organizacji pracy
naukowo-badawczej. Kazdy bowiem cigg otrzymanych wynikow podsumowany byt
odpowiednim opisem, w tym zawarte byly tez krytyczne uwagi Autorki co do wyboru
odpowiedniej metody i braku mozliwosci uzyskania wiarygodnych wynikow przy jej
zastosowaniu. Dowodzi to zdolnosci Doktorantki do wtasciwego podejmowania decyzji i

wyciggania wnioskow z przeprowadzonych analiz.
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Osobng czescig pracy byty badania dotyczgce wptywu EVs na komorki jelita grubego
cztowieka. W tym uktadzie bardzo wtasciwie dobrano modelowe linie komérkowe, zestawiajac
wyniki dla komorek prawidtowych (CRL-1790 i CRL-1459) oraz nowotworowych (HT-29 i
HCT116). Co wiecej, przy wybranych typach eksperymentéw, na przyktad w badaniu
odpowiedzi dtugoterminowej komédrek na obecnos¢ doksorubicyny niesionej przez EVs,
zaproponowano zastosowanie w przysztosci dodatkowego modelu badawczego jakim
powinny by¢ komorki odporne na ten zwigzek. To dopiero pozwolitoby w petni zinterpretowac
otrzymane wyniki. Waznym podkreslenia jest tez fakt, ze w tej czesci badan, zastosowano
podejscie wielowagtkowe, ktére polegato na ocenie wptywu EVs na stan komérek poprzez
oddziatywanie krétko- i dtugoterminowe, w tym poprzez przeprowadzenie urozmaiconych
typow analiz; np. ocena aktywnosci metabolicznej, generowanie reaktywnych form tlenu,
ocena catkowitej liczebnosci komorek, produkcja interleukin. Takie podejscie, jak pokazaty
wyniki, byto bardzo waine i dowodzi dojrzatosci naukowej Doktorantki. Wszystkie
przedstawione dotad badania wpisuja sie w nurt badan podstawowych. Natomiast czesc
omawiajgca potencjat izolowanych pecherzykow zewnatrzkomodrkowych jako materiat
nosnikowy dla substancji aktywnych (drug delivery system, DDS) wpisuje sie w nurt badan
aplikacyjnych, co ubogaca catg dysertacje i stanowi w przysztosci punkt odniesienia dla
zastosowan nowych terapii. Moze to stanowi¢ o potencjale praktycznego wykorzystania
przeprowadzonych badan i ich dalszego wptywu na rozwdj dyscypliny naukowej
biotechnologii.

Podsumowujac ocene merytoryczng, uwazam, ze Autorka trafnie wybrata temat
przewodni swojej pracy badawczej, biorgc pod uwage istniejace braki stanu wiedzy na ten
temat. Nastepnie, Doktorantka wtasciwie sformutowata hipoteze badawcza oraz cele pracy.
Pragne podkresli¢, ze Kandydatka celem weryfikacji hipotezy zastosowata szeroki wachlarz
metod badawczych, co wiecej eksperymentow o charakterze badan interdyscyplinarnych. W
kolejnych czeséciach rozprawy Autorka sprawnie interpretuje wyniki, osadzajac je w kontekscie
istniejacej literatury. A w zakoriczeniu Kandydatka przedstawia perspektywy przysztych badan,
co pokazuje potencjat, w tym aplikacyjny przeprowadzonych analiz.

Ocena metodologiczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

Dysertacja zostata poprawnie skonstruowana, zawiera wszystkie wymagane elementy
rozprawy doktorskiej. Od strony jezykowej recenzowang prace oceniam pozytywnie; tylko
kilkukrotnie pojawity sie btedy literowe czy stylistyczne (np. ,sq coraz bardzo”, ,badanie, ktore
s planowane”). Pragne zaznaczy¢, ze w zadnym wypadku nie wptywaja one na jakos¢
merytoryczng pracy. Zdarza sie¢ w kilku miejscach uzywanie przez Autorke tzw. slangu
laboratoryjnego, na przyktad przytaczane stowo ,medium”, ktére w mojej ocenie powinno
zostac zastgpione po prostu stowem ,pozywka”. Z drugiej jednak strony ttumaczg to tym, ze



Uniwersytet Rzeszowski
Collegium Medicum
Wydziat Biotechnologii

Autorka jest oczytana w publikacjach anglojezycznych, stad dostownie zaczerpneta i uzyta
takiego stowa. To jednak réwniez nie umniejsza wartosci catej pracy.

Zastosowana metodologia w pracy jest jak najbardziej wtasciwa a jej wielowgtkowosé
zastuguje na docenienie i podkreslenie. Doktorantka wykonata szereg zaawansowanych analiz;
W tym praca ze szczepami mikrobiologicznymi oraz liniami komdrkowymi, analizy
chromatograficzne, wizualizacja elektronowa, elektroforeza SDS-PAGE oraz metoda Western
blot, analiza ekspresji gendw, wizualizacja z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej,
cytometria przeptywowa czy pomiary DLS, NTA oraz zeta-potencjatu. Dowodzi to na
posiadanie przez Doktorantke bogatego warsztatu badawczego i umiejetnosci interpretacji
wynikdw badan interdyscyplinarnych. Wskazuje to réwniez na zdolnos¢ do wspotpracy i
prowadzenia badan w grupie. Uwazam tez za bardzo wtasciwe potaczenie czesci prezentujacej
wyniki i prowadzong rownoczesnie dyskusje. Jest to pomocne w interpretacji i zestawianiu
wynikdow z innymi autorami, szczegdlnie przy tak wielu przeprowadzonych typach
eksperymentow.

Wartym jest podkreslenia, ze na poczatku czesci prezentujgcej otrzymane wyniki,
Autorka opisuje w jaki sposdb sg one uorganizowane w dalszej czesci rozdziatu, co
zdecydowanie utatwia odbior. Szkoda jednak, ze w koricowej czesci dysertacji nie znalazto sie
podsumowanie w postaci zbiorczego zestawienie wnioskéw. To zdecydowanie utatwitoby
ocene zrealizowania postawionych celdw szczegétowych w pracy.

Po zapoznaniu sie z dysertacja, obok wskazanych wyzej niewielkich
uchybien, miatabym kilka pytan do Doktorantki, i jesli jest to mozliwe, prositabym o
odpowiedz podczas publicznej obrony:

e W pracy zastosowano trzy modelowe szczepy mikrobiologiczne: S. boulardii i K.
marxianus, J. lividium. O ile zestawienie dwoch modelowych szczepdw drozdzowych,
w tym probiotycznych jest uzasadnione, to dlaczego nie dodano jako modelu
bakteryjnego réwniez szczepu probiotycznego?

e Prosze Doktorantke o wyjasnienie i rozwiniecie stwierdzenia, ze ,EVs moga
wywotywaé niepozadane reakcje immunologiczne i tym samym trudne do
przewidzenia skutki uboczne” (str. 34).

e (Czy przeprowadzone zostaty badania, lub wiadomo jest to z doniesien innych autorow,
w jaki sposdb stopienn produkcji EVs jest zalezny od fazy wzrostu szczepu. Szczepy
drozdzy bowiem hodowano zdecydowanie krdcej niz szczep bakteryjny, stad by¢ moze
wynika tez réznica w stezeniu otrzymanych EVs. Jaki moze to mie¢ wptyw na ,jakos¢”
otrzymanych EVs?

e Czy dobér rozmiaru filtra 0,2 um we wstepnym etapie filtrowania nie powodowat
pozbycia sie pecherzykéw o nieco wigkszych rozmiarach? Dlaczego dobrano taki
rozmiar filtra, a nie nieco wiekszy?
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e (Czy celowo ominieto procedure mrozenia EVs w glicerolu, tak jak ma to miejsce przy
przechowywaniu szczepdw w tradycyjny sposdéb w trakcie mrozenia? Czym
podyktowany byt wybér DMSO i FBS?

e Czy w przypadku pomiaréw DLS i otrzymanych wynikéw rozmiaréw powyzej 260 nm,
moze byc to wynik btednie dobranej procedury czy moze proces agregacji? Czy badano
stabilnos¢ EVs w roztworze, na przyktad poprzez okreslenie wspdtczynnika
polidyspersyjnosci?

e W zwigzku z trudng preparatyka dla wizualizacji EVs metodg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, czy rozwazano wykonanie analiz identyfikacji z wykorzystaniem
alternatyw, takich jak SEM, AFM?

e Autorka wskazuje na otrzymane réznice w wynikach dotyczacych poziomu biatek
reakcji zapalnych z dostepnymi wynikami innych autoréw (str. 151). Czy Doktorantka
moze zaproponowac metodologie dalszych badan wyjasniajacg wptyw EVs na czynnik
transkrypcyjny NF-kB?

Podsumowaujac, chciatabym podkresli¢, ze recenzowana przeze mnie praca doktorska
prezentuje wysoki poziom merytoryczny oraz niesie istotny wktad w rozwdj wiedzy na temat
roli pecherzykow zewngtrzkomdrkowych mikroorganizmdéw niepatogennych. Autorka
wykazata sie¢ duzg samodzielnoscia badawcza, umiejetnie dobierajgc nowoczesne metody
analityczne i interpretujgc wyniki w szerokim kontekscie biologii komarki i mikrobiologii
jednoczesnie wskazujac na potencjat aplikacyjny swoich badan. Dowodzi to posiadania przez
Doktorantke wiedzy teoretycznej w dyscyplinie biotechnologia. Biorgc pod uwage rodzaj i ilos¢
wykonanych eksperymentéw w celu zweryfikowania postawionej hipotezy badawczej,
uwazam, ze Doktorantka posiada umiejetno$¢ samodzielnego planowania i prowadzenia
badan. Z uwagi na przedstawiony stan wiedzy, nalezy stwierdzi¢, ze zaproponowana tematyka
bedgca podstawg dysertacji, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Warto
podkreslic, ze dowodem na posiadanie umiejetnosci prowadzenia badan i interpretacji
otrzymanych wynikéw jest wyrdzniajacy dorobek naukowy Kandydatki. Pani mgr inz. Patrycja
Kowalska jest wspotautorkg 14 publikacji (w tym w dwadch jest ,pierwszym autorem”), 11
wystgpien na konferencjach miedzynarodowych, 1 patentu. Kandydatka byta tez finalistkg w
konkursie StRuNa w kategorii Projekt Roku, otrzymata finansowanie w ramach Grantu Rektora
Politechniki Warszawskiej oraz finansowanie od Dziekana Wydziatu Chemicznego.
Doktorantka czynnie brata rowniez udziat w realizacji projektow naukowych, o czym
wspomniatam we wstepie niniejszej recenzji. Zwraca uwage rowniez bogate doswiadczenie
zawodowe Doktorantki, ktore — jak mozna wnioskowac z tresci rozprawy — przefozyto sie na
wysokg jakos$¢ interpretacji wynikdw, umiejetnie prowadzong dyskusje oraz trafne

formutowanie wnioskow.
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Opinia koncowa

Majac na wazgledzie przedstawiong przez mnie powyzej opinie, uwazam, ze
recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Kowalskiej spetnia wszystkie warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw
procedowania przewodu doktorskiego. Zwracam sie tez do Wysokiej Rady o wyrdznienie
niniejszej rozprawy, jednoczesnie sktadajgc osobny wniosek z argumentacja.

dr hab. Mafgorzié%é/l_lskév/wcz prof/UR
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