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Pecherzyki zewngtrzkomorkowe (z ang. exiracellular vesicles; EVs) wydzielane przez komérki
w tym komdrki ludzkie rénego pochodzenia tkankowego, stanowig w ostatnim czasie istotny przedmiot
badan licznych zespoléw na dwiecie, jako waine mediatory komunikacji migdzykomdrkowej oraz
markery procestw zachodzacych w tkankach. Jednym z istotmych obszardw badan nad EVs oraz nad ich
znaczeniem m.in. jako markeréw diagnostycznych, stanowig badania pecherzykiw pochodzgeyeh z
komérek nowotworowych, wydzielanych do | krazgcych w plynach ustrojowych. Rosngca liczba
najnowszych badan swiatowych wskazuje, ¢ EVs wydzielane przez komdrki nowotworowe i
identyfikowane w  rozmych  plynach  usirojowych, w tym min. w  osoczu
i surowicy krwi obwodowej, moga byé istotnymi markerami dwisdezacymi m.in. o stadium rozwoju
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i progresji danego typu nowotworu, w tym nowotwordw litych oraz nowotwordw  ukladu
krwiotworczego.

W zwiazku z rosngcg potrzeby oznaczania tego typu markerdw diagnostycznych w materiale
klinicznym, istotne staje si¢ obecnic wiasciwe dobranie i zoptymalizowanie metod detekc)i oraz oceny
ilosciowej i jakofciowej EVs w materiale klinicznym relewantnym dla danego typu nowotworu,
w oparciu o nowoczesne platformy dedyvkowane do badanh nanoczasiek, co weigz stanowi wyzwanic dla
hadaczy. W tego typu badaniach wyzwanie stanowi nie tylko dobdr samych metod detekcji EVs, ale
takie sposob wstgpnego przy gotowania materiatu klinicznego, celem zminimalizowania zanieczyszezen
biologicznych moggeych stanowié swego rodzaju ,.tho molekulame”, wplywajac tym samym na poziom
wiadciwego sygnahy, pochodzgeego od frakeji EVs. Jednakie dzigk wysitkom podejmowany w tym
obszarze przez grupy badawcze na caly éwiccie, opracowywane 54 nowe wazne protokoly o istotnym
walorze diagnostycznym w onkologii.

Praca doktorska Pani mgr ink. Magdaleny Diugoleckicj w pelni wpisuje sig w ten niezwykle wainy
obszar badawczy, koncentrujae sig na optymalizacji protokoldw detekeji i iloSciowej identyfikac)i
pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych obeenych w osoczu krwi obwodowej oraz plynie oskrzelowo-
pecherzykowym (ang. Bronchoalveolar Lavage Fluid, BALF) u pacjentéw z podejrzeniem
niedrobnokomérkowege raka pluc (NDRF), celem wykorzystania tego materiafu klinicznego dla
przyszhych celow diagnostycznych. Doktorantka w swoich badaniach podjela sig wadnego wyzwania,
aby ocenié ilodciowo i jakodciowo obecnodé EVs w obu wiw plynach ustrojowych w szczegdlnosci
7 rastosowaniem analizy $ledzenia nanoczgsiek z pomiarem fluorescencji (ang. Fluorescence
Nanoparticle Tracking Analysis, f-NTA), jak rowniez dokonata przegladu szeregu technik i podejsc
istotnych dla wstgpnego oczyszczania materialu klinicznego celem wiasciwej identyfikacji nanoczgstek
jakimi sy EVs, w szezegdinosci metodami opartymi o detekeje fluorescencii. Tym samym jej badania
moga sig préyezynié w  przyszlofei do  optymalizacji podejic  diagnostycanych opartych
o detekcje EVs z materialu od pacjentow z chorobami nowotworowymi, co ma istotne znaczenie

prakiyczne.

W sklad przedstawionej mi do recenzji rozprawy wchodzg dwie spdjne tematycznie publikacje
o istotnym aspekcie poznawezym i praktycznym, w tym jedna (1) praca oryginaina oraz jeden (1) artykud
przegladowy, opublikowane w migdzynarodowych recenzowanych czasopismach naukowych o
wysokich wspolczynnikach oddzialywania (IF), w tym odpowiednio jeden w czasopi$mie Cells
(IF=7.666) oraz Frontiers in Bioengineering and Biotechnology (IF=4.300), ktére przeszly juz oceng
ekspercky przez niezalenych recenzentiw.
We obu wspommianych pracach Pani mgr inz. Magdalena Diugolecka jest pierwszq autorka
- ze znaczacym, odpowiednio $1% i 90%, udzialem Doktorantki w ich wykonaniu, co pozwala
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potwierdzic, 7= Doktorantka miafa kluczowy wkiad w przedstawione prace eksperymentalne oraz ich
przygotowanie do publikacyi, a tak2e opracowanie przegladu aspekidw istotnych dla standaryzacji oceny
EVs w matenale klinicznym, ¥ wykorzystaniem technik opartych o fluorescencjg.

Wkiad Doktorantki w przedstawione do oceny prace jest wiodgey i nie budzi watpliwosci. Zostal prey
kazde) z publikacji wykazany stosownym udrialem procentowym, potwierdzonym takie przez
pozostatych wspdilautordw wspomnianych arykuldw naukowych.

Ocena formalna pracy:

Rozprawe doktorska rozpoczyna strona tytowa wraz ze slowami kluczowymi oraz spis projekiow
badawczych, w ktorych jaj oceniam Doktorantka brala udziat | w ramach ktorych realizowala swoje
badania. Po nich nastgpuje Wykaz publikacji wigczonych do rozprawy oraz Spis trescif | Wykar skréidw,
po  ktdrych nastgpuja  Sereszczemic pracy w jezyku  polskim  oraz  angielskim,
gdzie Doktorantka w sposdb informatywny przedstawia glowne osiggniccia swojej pracy doktorskiej.
Po nich nastepuje rwigely d-stronicowy Witegp, w ktdrym Doktorantka przedstawila najwainicjsze
aspekly meryloryczne stanowigce tio dla preeprowadzonych przez nig badan, a nastepnie w rozdziale
Lalozenia | cel pracy nakreslila zwigile najwakniejsze cele, kiore preyswiecaly preeprowadzonym przez
nig badaniom oraz wymienila metody | material kliniczny, jakie zastosowala w swoich badaniach.
Nastepnie Doktorantka umiescita kopie obu publikacji (wraz z Suplementem do Publikacji ar 1), ktdre
wchodza w sklad jej rozprawy, &8 po nich umiedcita S-stronicowy rozdzial Podsumowanie
i wrinski obejmujacy podsumowanie jej najwainiejszych osiggnigd oraz wnioski z przeprowadzonych
badan. Po nich nast¢puje rozdziaf Bibliografio obejmujacy 15 pozygji literaturowych, do ktdrych
Doktorantka odnosi sie w swojej rozprawie. Na kofcu umieszczono Ofwiadcrenia wipdlanfordw
publikacii, e wskaraniem przez nich stosownego wkladu procentowego kaddego ze wspdlautordw
w publikacji przedstawione do oceny w ninigjszej rozprawie.

Od sirony formalnej rozprawa w przedstawionej formie spelnia w mojej ocenie wymogi stawiane tego
typu pracom, stanowigoym cykl artykutéw podwieconych danej tematyce.

Uwagi d ici f Inei;
Do aspektdw formalnych pracy mam jedna uwage odnoszaca sig do rekomendacji Rad Dyscyplin WUM,
co do strony formalnej prac doktorskich, ktére w przypadku rozprawy doktorskiej skiadanej w formie
cyklu publikacji sugerujg wprowadzenie zwigzlego rozdziatu dotyczgeego marerialu | metod, W pracy
brakuje takiego rozdziahs, Doktorantka wprawdzie wymienia zwigile zastosowane przez nig metody
oraz material badawezy w ramach rozdziatu Zafotenia i cel pracy, ale w mojej ocenie - biorge pod uwagg
fak1, #e jej praca dokiorska dotyezy w szezepbinodei optymalizacji kwestii metodycznych badan nad
EVs, taki wyodrgbniony rozdzial metodyceny - 2z bardzie) szezegdlowvm omodwieniem
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i uzasadnieniem wyboru zastosowanych metod i platform do oceny EVs, testowanych warunkéw
przygotowana materialu biologicznego, kidre byly optymalizowane, itp. — powinien sig znaleid
w rozprawic. Myéle, e w trakeie obrony rozprawy takie przedstawienie aspekiow metodycznych
prowadzonych przez Doktorantke badai bedzie wskazane.

Ocena merytoryczna:

Ze wrgledu na fakt, e zasadniczg czgsd rozprawy doklorskie) stanowig artykuly naukowe,
opublikowane juz w recenzowanych crasopismach o zasiegu migdzynarodowym, kidre byly poddane
ocenie migdzynarodowych ckspertdw przed ich opublikowaniem - w tym w zakresie m.in. jakodei,
interpretaci i znaczenia prezentowanych wynikéw badan, ponizsza ocena jako recenzenta rozprawy ma
charakter dodatkowy. Ze swojej stromy, po szozegilowym zapoznaniu sig z przedstawicnymi
publikacjami Doktorantki, zaprezentowane wyniki badan oceniam wysoko,

W pierwsze] z zaprezemowanych prac (Dlugolecka i wsp. Cells, 2021, 10, 3473 DOI:
10.339%0/cells10123473; Publikacja 1), stanowiace] prace oryginalng, Doktorantka skupila sig
na ocenie detekeji pecherzykow zewnatrzkomirkowych w osoczu oraz plynie BALF izolowanych
od 34 pacjentow (18 kobict | 16 medezyzn) z podejrzeniem niedrobnokomdrkowego raka phuc (NDRF),
z zastosowaniem m.in. techniki NTA obejmujgcej pomiar fluorescencji (czyli F-NTA). Material
pochodzit od pacjentdw z podejrzeniem nowotworu, u ktdrych nie wdrodono jeszcze leczenia (u 23-u
potwierdzono nastgpnie obecno$é NDRP, a v pozostatych postawiono inna diagnozg), ale kudrych
zakwalilikowano do zabiegu bronchoskopii, podeczas kidrgj pobierano  material (BALF)
- w Instytucie Gruzlicy i Badan Phue w Warszawie. Od tych samych pacjentdw pobierano take krew, z

kibrej nasigpnie izolowano osocze do dalszej preparatyki w celu izolacji EVs.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka wyizolowata frakcje wzbogacone w EVs z obu materialow
klinicznych stosujgc rozne metody izolacji (w tym wirowanie sekwencyjne z ultrawirowaniem oraz
izolacje kolumnowg SEC), a nastepnie przeprowadzita ich wieloparametrowsy charakterystyke
7 zastosowaniern m.in. metod Western Blot, Cryo-TEM oraz cytometrii praeplywowej, zgodnie
z rekomendacjami Miedzynarodowego Towarzystwa Pecherzykdw Zewngtrzkomdrkowych {ISEV).
Mastepnie zbadala obecnodéé rognych subpopulacji EVs w wyizolowanych frakejach w oparciu
o ekspresje wybranych markeréw egzosomalnych (CD63, CD9, CD81) z zastosowaniem wspomniane;
metody f-NTA. Celem optymalizacji protokoldw przygotowania materiatu klinicznego do badai oraz
pomiaréw obecnodci EVs w izolatach, Dokiorantka testowala rééne warunki w tym kontrolne, gdzic
m.in. probki kontrolnych EVs byly poddawane lizie, usuwano frakcje lipoprotein lub wybrane
subpopulacje EVs wykazujace ekspresje wskazanych tetraspanin, Dzigki tym badaniom, Doklorantka
scharakteryzowala sklad izolatbw nanoczastek pozyskanych z obu materiglow klinicznych pod
wzgledem wiclkofei nanoczastek, rozkiadu subpopulacji, mozliwych zanieczyszezen, w Ilym
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lipoproteinowych, oraz wykazata szereg ciekawych i potencialnie istomych klinicznic/ diagnostycanie
roinic pomigdzy tymi izolatami, co bgdzie z pewnoscig islotnym krokiem do dalszych badan
| optymalizacji protokolow diagnostycznych opartych o EVs.

Doktorantka  podj¢la takze w ostamim  etapie pribe korelacii wynikéw uzyskanych badan
z parametrami klinicznymi pacjentdw. Nie udalo sic jej niestety wykaza¢ zadnych istotnych korelacji
pomigdzy zbadanymi parametrami izolatdw EVs (pozwalajgcych np. na rozrodnienie pacjentow
w zaleinosci od diagnozy), co Doktorantka shusznie interpretuje wplywem wcigz nie do kodca
zoptymalizowanych warunkéw oczyszczania preparstdéw EVs 2z materiah klinicznego, ktdre
zastiosowala - w szczegdinodel z osocza krwi pacjentéw, kitre obok EVs zawicra szercg innych
nanoczgstek, w tym agregatdw bialkowyeh, lipoprotein i innych czastek, kidre nalezy traktowaé jako
zanieczyszczenia prry pomiarach EVs, Mimo to Doktorantee udato sig zidentyfikowaé wazne aspekty i
parametry, kibre nalezy wzigé w przyszlodci pod uwage przy dalsze] optymalizacji pomiartw detekcji
oraz analizy ilosciowe] | jakodciowej EVs, wyizolowanych z materiaty klinicznego jakim jest osocze lub
BALF (zostaly one pozniej omowione w Publikacji nr ), co stanowi istotny walor poZnawczy i
aplikacyjny pracy Doktorantki.

W drugiej publikacii: [ g ' ' ;

24 Wﬁiﬂ&,ﬁiﬂﬂ_, P.uhl.l-.kﬂﬂ!_zj tematycznie fcisle powigzanej z Fuhllk!ﬂ.l#
nr 1 - Doktorantka wraz ze swojg Promotorks, dokonala przeglydu i krytycznej analizy metod
i szezegdlowych podejdé metodologicznych, kiore powinny byé wzigte pod uwagg prey
preygotowywaniu probek materiatu klinicznego (w tym osocza, czy surowicy pacientdw) w celu
optymalnej detekeji i identyfikacji EVs w takim materiale klinicznym, aby taka analiza miala walor
diagnostyczny i prognostyczny w klinice.

Na podstawie badan prowadzonych na swiecie, Doktorantka dokonala szczegblowego | stanowigcego
istotny walor dla badaczy zainteresowanych diagnostyka w oparciu o EVs — przeglydu szeregu metod
uzywanych do detekeji EVs w oparciu o fluorescencje (Tabela 1), uwzgledniajge m.in. ich zalety
i wady oraz koszty i zakres czulodei jesli chodzi o wielkosé analizowanych nanoczastek. Omdwila takze
wybrane z tych metod, ktdre mogs mie¢ w preyszlosci szczegdlne znaczenie dla zastosowad
w diagnostyce opartej o EVs. Wskazala takze na wyzwania jakie s3 wcig? zwiazane z whagciwym
preygotowaniem materiatu klinicznego, w tym z wslgpnym oczyszezaniem probek, znakowaniem
markerdw EVs, odrdznienia wiadciwege sygnalu pochodzgeego od EVs od zanieczyszczen
reprezentowanych przez inne nanoczgstki obecne w materiale klinicznym (tzw. “non-EVs"). Dokonala
takze przegladu barwnikow fuorescencyjaych stosowanych obecnie do znakowania EVs, w tym
w celu oceny ich integralnodei, znow przyitaczajac ich wady i zalety oraz mozliwe zastosowania (Tabela
2). W ostatniej czesci wskazala takze na wyzwania w zakresie optymalizacji metod detekcji EVs w
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roznym  materiale  klinicznym, w szczegblnodci  dla  celéw  diagnostycznych, na  czym
z pewnodcig Dokioranta bedzie sig takze koncertowad w swoich przyszlych badaniach.
W mojej ocenic Publikacja nr 2 stanowi waine i obszerne kompendium wiedzy oparte o dotychczas
prowadzone na éwiecie badania, kiore mogze byé pomocne dla wielu badaczy do dalszych optymalizacji
metod detekeji EVs m.in. w materiale klinicznym, w szczegdlnodci z uwzglednieniem metod opartych
o pomiary fluorescencji. Jako$é | wartosé naukowy publikacji oceniam bardzo wysoko.

Uwagi meryloryczne:

W czasie lektury rozprawy i publikacji, nasunglo mi sig kilka pytan merylorycznych oraz
metodycznych - w szezegdlnodei do publikacji cksperymentalnej, do ktérych chciatabym, aby
Doktorantka byla uprzejma odniesé sig w trakcie swojej obrony pracy:

|. Doktorantka w trakcie izolacji EVs zastosowala preparatykg wsigpng obu materialdw
klinicznych stosujac m.in. krok wirowania z predkoseig (g): 10K (dla osocza) i 25K dla BALF,
co w mojej ocenie moglo doprowadzic do utraty czedci frakeji EVs z probki, w szczegdlnodci
wigkszych ekiosomdw oraz onkosomaw wydzielanych przez komaorki nowotworowe, ktdrych
rozmiary mogg dochodzié nawet do 1000nm. Mogio to by ew. przyczyng ulraly EVs w izolatach
pochodzacych z BALF, a ke braku zasadniczych réinic pomigdzy zawartodcia EVs w
materiale pochodzacym z miejsc objetych nowotworem (cBALF) i migjsc zdrowyech (oBALF).
Czy Doktorantka brala/ bierze pod uwagg takg mozliwos¢? Czy na jakimé etapie badad
Doktorantka stosowala moze w przypadku obu materialow  klinicznych inne warunki
oczyszezania wsigpnego, tj. bez kroku 10K i 25K?

3, Dlaczego Dokiorantka zastosowata inne prediodci () wsigpnego oczyszezania dla osocza (m.in,
10K) oraz BALF {m.in. 23K), a nie tg¢ samg predkosé (np. 10K g)? Prosilabym uprzejmie
Dioktorantke o uzasadnienie,

3. Proste schematy, ale z pordwnaniem krokdw proceduralnych, obejmujacych w szezegdlnoiei
wszystkie warunki wirowania wstgpnego, ultrawirowania i ew. oczyszczania na kolumnach
(SEC) bytyby wskazane do przedstawienia dla obu materiabow (osocza | BALF) w trakcie
obrony, aby dobrze przedstawi¢ roinice w zastosowanych protokolach, ktore moga ted ew.
wplywaé na odzysk raznych frakeji EVs.

4. Czy biorac pod uwags, ¢ zastosowany w badaniach mnacznik CMDR moée nie tylko wigzac sig
z blona EVs, ale takie 2 lipoproteinami stanowiacymi zanieczyszezenia (o czym Doktorantka
wspomina takze w publikacji dyskutujgc swoje wyniki), Doktorantka wykonywata moze takie
barwienia, gdzie EVs znakowano jednoczednie barwnikiem blonowym (CMDR) oraz
nacznikiem forescencyjnym wigegeym sie 2 cytoplazmatyczng zawartodcia pecherzyka (np. £
sastosowaniem barwnika RN A-Select, wigzacego si¢ do RNA), aby rzeczywiscie potwierdzic 1
shadaé zawartodé integralnych EVs (tj. podwdinie dodatnich) w badanych izolatach?
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5. Ryc. 2c: Prositabym Doktorantke o przedstawienie na obronie metody pomiaru obecnodci EVs

z zastosowaniem kuleczek Danabeads w polaczeniu z cytometrig przephywows oraz wyjasnienie
do czego odnoszg sig wartosei procentowe w takich analizowanych pribkach?
Do omowienia tej techniki i wynikéw na Ryc. 2c, prosze uprzejmie 0 zaprezentowanie
histograméw z tego panelu, ale w formie kolorowej, poniewa: w wersji BEW (jak
w publikacji) sq one malo czytelne (np. legenda wskazuje 3 probki nalozone na siebie, a na
wykresach np. widac 4 piki, ktére trudno rozrdznicé).

6. Ryc. 4a: O czym wg Doktorantki éwiadczy to, 2e w analizie FL-NTA identyfikowane
nanoczgstki CMDR+ s istotnie statystycznie wigksze od czastek, kiedy one byly analizowane
bez pomiaru FL (w scarter mode)?

1. Czy wzwigzku  tym, 2e po wybarwieniu probek znacanikiem CMDR widzimy znaczgco ni2szy
odsetek obiektdw CMDR+ w prébee pozyskane] z osocza wzgledem probek BALF, czy mozna
mowic o tym, ze rzeczywiscie liczba EVs” jest wyksza w probkach 2 osocza niz w BALF? Co
to mogg byc za nanoobickty o fenotypie CMDR-, kibre przewatajg w probkach pozyskanych z
osocza (jak widat 2 pomiardw np. stgzen nanoczastek w badanych izolatach bez FLJ?

8. Ryc. 9: Jak wyjasnié, e po usunigciu lipoprotein nie zmienia sig catkowita liczba nanoczgstek
wykrytych w izolatach 2 osocza w pordwnaniu z probkami bez usuwania LP, a jednoczednic
wzrasta liczba nanoczastek CMDR+ w probkach LP-? Czy jest to mozliwe? Co moze za Lym ew,
staé?

9. Na Ryc. 10 podsumowujgeej badania w Publikacji 1, Doktorantka wskazuje, 2e lipoproteiny
mogg wigzac (niespecyficznie?) preeciwciala anty-CD9. Czy sg inne doniesienia w literaturze,
wskazujgee na taky mozliwoéé? Co Doktorentce wiadomo na ten temat?

10. Czy biorge pod uwage brak korelacji pomigdzy zbadanymi parametrami izolaéw EVs
pozyskanych przez Doktorantke, a parametrami klinicanymi pacjentdw, Doktorantka brata pad
uwage lub prowadzita takze badania, w kidrych np. barwiono preparaty EVs przeciwko
markerom samego nowotworu (np. EGFR, ktdrego ekspresja jest zwickszona na powierzchni
gruczolakorakow), aby zidentyfikowaé bardzicj specyficznie EVs pochodzace ew. bezpodrednio
z takich komérek nowotworowych?

I'l. I pytanie bardziej ogolne: Jaky dalszq strategie optymalizacii metod detckeji EVs jako markerdw
diagnostycznych w osoczu lub BALF od pacjentow z NDRP, propanowataby Doktorantka, aby
zwigkszyC specyficznosé analizy i zwickszyé prawdopodobienstwo korelacji wynikdw takich
analiz z parametrami klinicznymi u tych pacjentéw, co byloby kentynuacjy ew. dalszych badan
Doktoranthki?

Myslg. 2e odpowiedzi na powyisze pytania i watpliwodci beds dobrym punkiem wyjicia
do dyskusji o wynikach i znaczeniu badan Doktorantki w czasie obrony jej pracy.
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Podsumowujge, praca doktorska Pani mgr ink. Magdaleny Dlugoleckie] wpisuje sie w wakny

aspekt badaf nanoczgsick komérkowych (EVs) obecnych w materiale klinicznym, jako markerdw
diagnostycznych i prognostycznych, w tym diagnostyce ROWOTWOTGW.
W swoich badaniach Doktorantka podjela sic zadania detekcji oraz analizy ilosciowe] i jakosciowe] EVs
obecnych w osoczu i plynie oskrzelowo- pecherzykowym {BALF) pacjentdw z podejrzeniem
niedrobnokomérkowego raka plic (NDRP), w tym w szczegdlnodei 2 zastosowaniem metody FNTA
(opartej o fluorescencig), co mogloby doprowadzic do opracowania protokoliw dla celow
diagnostycanych, W swoich badaniach vzyskala szereg istotnych wynikow, kiére definiujy dalsze
obszary badan, w tym w zakresie krytycznych krokow, ktore muszg zostaé zoptymalizowang, aby takic
testy (oparte o EVs) mogly byé opracoweane | mieé znaczenic diagnostyczne. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki stanowig jej oryginalne osiggnigcie naukowe i niosg wadny whiad w rozwdj nauk
biomedycznych, w tym diagnostyki klinicznej i onkologii. W maojej ocenie, wyniki Doktorantki moga
mieé takse w przysziosci istotne znaczenie prakiyczne.

Stwierdzam, 2e przedstawiona mi do recenzji rozprawa dokiorska spefnia warunki okreslone w

art. 16 Sia° dnia 20 lipea 2013 . Prawo o

E - 1 £ wyrsTym i nayce (L 118 poz. | 668
oraz wnosze o dopuszezenie Pani mgr in2, Magdaleny Diugoleckiej do dalszych etapow postgpowania
o nadanie jej stopnia naukowego doktora nauk medycznych | nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne.
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