L

WYDZIAL BIOLOGII
i OCHRONY
SRODOWISKA

Uniwersytet £odzki

prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz Lo6dz, dn. 31 sierpnia 2022 r.
Katedra Biofizyki Ogolnej

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet Lodzki

ul. Pomorska 141/143

90-236 Lodz

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Kowolik
pt. ,,AGulX theranostic nanoparticles for vascular-targeted interstitial
photodynamic therapy of brain tumor”
wykonanej pod kierunkiem Pani prof. Martyny Elas
i Pani prof. Patrycji Nowak-Sliwinskiej

na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Kowolik dotyczy zastosowania nanoczastek AGulX
z dotaczonym fotouczulaczem (tetrafenyloporfiryng) oraz peptydem (odpowiednio: DKPPR —
wigzacym si¢ z receptorem NRP-1, badZ niewigzacym sig, kontrolnym RPKPD) w terapii
fotodynamicznej glejaka. Bez watpienia zastosowanie PDT w leczeniu glejakoéw jest
obiecujgcym podejsciem, a poszukiwanie nowych systeméw dostarczania fotouczulaczy -
uzasadnionym celem pracy.

Praca napisana jest w jezyku angielskim (z wyjatkiem krotkiego streszczenia w jezyku

polskim) 1 ma charakter monografii. Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Praca



zawiera wstep teoretyczny, cele pracy, opis materiatlow 1 metod, uzyskane wyniki (z ktorych
czg$¢ zostata zamieszczona w zalaczniku), dyskusje 1 wnioski. Spis literatury obejmuje 180
pozycji — faktycznie jest ich mniej, gdyz cze$¢ z nich powtarza si¢. W przypadku niektorych
odnos$nikow literaturowych brakuje tez nazwy czasopisma.

Wstep teoretyczny zawiera podstawowe informacje dotyczace glejakow, terapii
fotodynamicznej nowotwordéw, angiogenezy i zwigzanej z nig terapii fotodynamicznej
nakierowanej na naczynia krwiono$ne. W tej czesci pracy bardzo brakuje rozdziatu
poswieconego przegladowi literatury na temat nanoczastek AGulX. Kilka artykulow
dotyczacych tych nanouktadéw tematycznie pokrywa si¢ z przedmiotem rozprawy doktorskiej
— tym bardziej cenne bytoby opisanie istniejacego stanu wiedzy i1 wyrazne okreslenie, w jakim
obszarze badania Doktorantki stanowig weryfikacje wczesniej uzyskanych wynikéw, badz sa
rozwinigciem wczesniejszych obserwacji, badz tez stanowig zupetnie nowatorskie podejscie do
tematu.

Mocng strong przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jest zastosowanie bardzo
zréznicowanych metod: od badan in vitro w modelach 2D i 3D, przez model guza rosnacego
na btonie omoczniowo-owodniowej zarodka kurzego (CAM), po model guza mo6zgu rosngcego
ekotopowo na nogach myszy bezgrasiczych. Wstepne badania obejmowaly tez mysi model
ortotopowego glejaka rosnagcego w mozgu.

Pierwszym, nieco zaskakujacym w kontek$cie wczesniejszych doniesien literaturowych,
wynikiem byt brak wplywu peptydu DKPPR nakierowujacego nanoczastke na naczynia
krwiono$ne guza na akumulacj¢ badanego uktadu w komorkach glejaka ludzkiego (U87) oraz
w komorkach $rdédbtonka (ECRF). Doktorantka dyskutujac te wyniki podniosta kwesti¢
agregacji uktadu z peptydem kontrolnym RPKPD (AGulX@PS@scramble). Szkoda, zZe
zjawisko to nie zostato udokumentowane pomiarem $rednicy hydrodynamicznej tego uktadu.
W to miejsce zostala zaproponowana analiza generacji tlenu singletowego (ktére to
doswiadczenie nie zostato opisane w sekcji materiaty i metody). Co ciekawe, Doktorantka nie
stracila wiary, ze przylaczenie peptydu DKPPR ma sens (zapewne oparciu o dane literaturowe,
gdyz Jej wihasne nie daly na to przekonujacego dowodu) i w dalszych eksperymentach stosowata
uktad z tym peptydem (AGulX@PS@DKPPR). Doktorantce udato si¢ z powodzeniem
wykaza¢, ze hamuje on wzrost guza rosngcego na blonie omoczniowo-owodniowe] zarodka
kurzego (model CAM). W przypadku modelu guza mézgu rosnacego ekotopowo na nogach
myszy bezgrasiczych wyniki nie byty juz tak jednoznaczne. Doktorantka wyodrebnita grupe
reagujacg i niereagujaca na leczenie oraz pokusita si¢ o poszukanie réznic miedzy nimi, ktoérych

dopatrzyta si¢ zawarto$ci naczyn krwiono$nych w guzie oraz jego utlenowaniu. Najmniej
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wynikoéw wniodst ostatni analizowany model, czyli model glejaka rosnagcego w moézgu, ktory
udalo si¢ jedynie zoptymalizowac. Pozostaje mie¢ nadziej¢, ze badania te beda kontynuowane.
Jesli Doktorantka planuje publikacj¢ wynikow, warto zadba¢ o wyeliminowanie pewnych
niescistos$ci:
1. Doktorantka zamiennie stosuje w odniesieniu do peptydu funkcjonalnego sekwencje
DKPPR i KDPPR (np. w legendzie rys. 12). Z publikacji Thomasa i wsp.! oraz Griesa
i wsp.? wynika, ze lizyna byta dodana do peptydu DKPPR od strony N-terminalne;j
1 w tych badaniach stosowano nomenklature AGulX@PS@KDKPPR, ktéra wydaje
si¢ poprawniejsza.
2. Nie jest wyjasnione, czemu w przypadku modelu CAM naswietlano guz $wiattem
o dhugosci fali 420 nm (informacja ze strony 39), podczas, gdy we wszystkich
pozostatych eksperymentach byto to §wiatto o dtugosci fali 650 nm.
3. Analizujac efekt fotodynamiczny dla dwoch badanych uktadéw (rys. 14) warto
porownac je miedzy soba w konteks$cie wnioskowania statystycznego, co mogloby

da¢ ciekawsze obserwacje niz statystyczna weryfikacja zjawiska st¢zenie-efekt.

Podsumowujgc, w mojej ocenie przedstawiona do oceny rozprawa doktorska speinia
warunki okre§lone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595;
z 2005 1. Nr 164, poz. 1365,z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228; z 2011 r. Nr 84, poz.
455). Wnosz¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
o dopuszczenie pani mgr Ewy Kowolik do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia

doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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