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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ini. Magdaleny DMugoteckiej
pt. JWyzwania rwigrane 2 charakteryzacja metodami fluorescencyjnymi pgchernykdw
zewngtrzkomdrkowych do zastosowad kinicznych na preykladzie ptynu z plukania
oskrrelowo-pgcherzykowego i osocza pacjentdw z podejrzeniem
niedrobnokomdrkowego raka pluc”

Praca wykonana w Katedrze | Zakladzle Blochemii WUM pod kierunkiem
dr hab. n. med. n. o zdr. Malgorzaty Crystowskiej-Kudmicz

Wydzielane przez kemorki pecherzykl zewngtrzkomdrkowe (EVs) s3 istotrym  elementem
przekazywania informacji pomigdzy komérkami, takie oddalonymi od siebie. Zawierajy bialka, lipidy,
czgsteczki ANA, odewlerciedlajac czgsto stan fizjologicany komdrek, 2 ktdrych pochodrg. Specyficzna
sygnatura EVs, takie ze wzglgdu na fatwy dostepnosc tego materiatu biologicznego, moze mieé potencjalne
rnaczenie w diagnostyce. Wiele prowadzonych obecnie badad podwieconych jest temu zagadnieniu, | wisle
z nich dotycry chordb nowotworowych, W nurt tej problematyki wpisuja sie rdwnie badania prowadzone
przez mgr. inz. Magdaleng Dugolecks. Doktorantka zajeta sig pecherzykami EVs w niedrobnokomérkowym
raku pluca (NDRF), ktdry jest najczestszym rodzajem raka pluca, stanowigcym ponad B0% przypadkdw.
Jednym z najwainiejszym aspektdw postepowania @ chorymi jest odpowiednio szybka diagnostyka
nowotwory. Istotnym problemem w podjeciu terapii s3 ograniczenia diagnostyczne w tym cresta
bezobjawowosd na wezesnyeh etapach jego rozwoju, co prowadzi do postawienla diagnozy w poinym
stadium choroby. 5t3d podjety przez mgr ini. Magdalene Diugotecks tematyke pracy uwadam za waing i
aktualng, a uzyskane wyniki moga przyczynié sie do stworzenia metod diagnostycznveh i prognostycznyeh w
proysrbosci.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w oparciu o spdpny tematycznie zestaw dwu publikacji —
jedna wieloautorska praca eksperymentalna (opublikewana w czasopismie Cells} i jedna praca prregladowa
(opublikowana w czasopismie Front. Bioeng. Biotechnol. Sec. Nanobiotechnology). Mie jest to pokainy
dorobek jak na rozprawe doktorska w oparciu o publikacje, zwlaszcza, je w Autoreferacie nie tnalazty sig
jui tadne dodatkowe wyniki.

W obu pracach doktorantka jest pierw g autorka. Praca eksperymentalna jest wieloautorska, a
ucziat doktorantki okredlony jest jake 51% i m rytorycznie jest to udzial wiodacy {obejmowat udzial w
preygotowaniu koncepcjl, przeprowadzenie badad, interpretacie wynikdw, przeprowadzenie analizy
statystyczne), napisanie manuskryptu, przygotowanie i opis figur). Nie wszyscy wspdlautorzy doktadnie
opisali merytorycinie swd| wkiad, opisujac go jedynle jako: przeprowadzenie badar (8% w przypadku p
tukasza Zargby oraz p Zuzanny Hamonclk). W maojej opinii w przypadku rozprawy z publikac)l odwiadcrenia
powinny awierad dokladny merytoryceny | szczegdlowy opis wkiadu w powstanie publikacji, wraz z
rycinami, w ktorych wyniki rostaly przedstawione. leieli rozprawa bazuje tylko na jednej pracy
eksperymentalnej, szczegdinie wakna jest motliwosé dokladnego okreilenia udziatu doktorantas w jej
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powstanie. Warto wspomnied, e praca eksperymentalna opublikowana w 2021 roku ma 10 cytowarh.
Praca przeglidowa jest dwuautorska i tu udziat doktorantki okredlone jako 90%,

Jako recenzent cauje sig w obowigzku zaznaczy?, te jedyna praca eksperymentalna bedaca podstaws
rorprawy zostata opublikowana w czasoplémie z grupy MDPI, naletgcej do tzw. czasopism drapieinych
{.predatory”). Zamaczam ten fakt, gdyi na temat tych czasopism toczy sie powatna dyskusja, zardwno w
Polsce jak i na Swiecie, a publikacje w tych czasopismach sq obecnie nierekomendowane | nie 53 brane pod
uwage w wielu istotnych zestawieniach ze wrgledu na watpliwej jakodci proces edytorski | rewizyiny.
Zwraca na to tei uwage Narodowe Centrum Mauki. Swiadomodt tege rjawiska powinna rosngt, a miode
pokolenie naukowcdw powinno propagowad wysokie standardy, i to jest mofq intencjy 2awarcia tej uwagi
w recenzji. Nie ma ona wphlywu na oceng wartodci merytoryczne] przedstawionych wynikéw | oslggniecia
doktorantkl.

W sktad rozprawy doktorskie] wehodzi, opricz zatgczonyeh publikacii stanowigcych podstawe
doktoratu | obwiadczen wspdtautordw, Autoreferat, Wstep w spostb zwiezly, ale wycCzerpujgcy wprowadza
czytelnika w tematyke prowadzonych badas. Autorka rwraca tez uwage na aktualne problemy metodyezne
w tym obszarre, rwigzane z izolacjy oraz charakteryzachy tych matych struktur, Mastepnie doktorantka
prezentuje cel badar, ktdrym byla proba optymalizac)i | walidacii analizy ilosciowej oraz fenotypowe| Evs
izabowanych z plyndw biologicznych - osocza oraz plynu 2 plukania oskrzelowopecherzykowego pacjientdw z
podejrzeniem niedrobnokomérkowego raka pluca (NDRP). Szczegdlowe cele dotyczyty: opracowania metod
kzolacji, pordwnania profilu EVs z krwi | BALF, okredlenie potencjalu diagnostycznego izolowanych EVs,
preedstawienie zalet | wad posrczegdimych metod fluorescencyjnych oraz okredlenie wplywu metody
izolacji oraz zanbeczyszczert na uzyskane wyniki. Przedstawione badania nie miaty wigc na celu weryfikac)|
hipotery naukowe]. 53 to badania natury metodyczne], z istotnym potenciatem wykorzystania wynikdw w
prrysziodci w praktyce klinicznej. Cel ten mostal prredstawiony w sposdb jasny.

W nastgpne] czedcl Autoreferatu przedstawiono bardzo skrdtowo zawartodé obu publikacji.
Autoreferat koficzy podsurmowanie, do ktbrego odniose sie w dalszej czedci recenz)l,

likacia Ina: DHugolecka M, Szymanski 1, Zareba L, Homoncik Z, Demogala-Kulawik J,
PolubiecKownacka M, et of. Charocterization of Extrocellular Vesicles from Bronchoalveolar Lovage Fluid
and Plasma of Potients with Lung Lesions Using Fluorescence Nanoparticle Tracking Analysis, Cells.
2021:1012).

Materiatem badawczym wykorzystanym tej pracy bylo osocze oraz plyn oskrzelowopecherzykowy
pacientow z podejrzeniem niedrobnokomérkowego raks pluca [NDRP). Miestety brakuje w tych badaniach
istotne] kentroli - nie tbadanc materialu od pacjentéw zdrowych. Trudno wigt w mojej ocenie analizowad |
traktowad uzyskane wyniki jako typowe dla 2mian nowotworowych, jefeli do badar nie wiaczono kontroli
od osob zdrowych. Pluco bez zmian nowotworowych nie jest plucem zdrowym | unikatabym takiego
stwierdzenia (doktorantka oznacza je jako pluco 2drowe), zastepujac je okredleniem pluco bez rmian
nowotworowych. Nowatwdr to choroba systemowa a szczegdinie analiza krgigcych w ptynach EVs powinna
brac to pod uwage. Bardro prosze, aby doktorantka odniosta 5ig do tej uwagi w trakcle dyskusji na cbronie.
Nie Jest dla mnle ted do korica jasne, czy wyniki prezentujs dane uzyskane od ws2ystkich analizowanych
pacjentdw, czy tylko tych ze zdiagnozowanym newotworem? Doktorantka pisze dalej, ¢ analizowana 34
pacjentdw (z czego szest osob okazato sig nie mieé NDRP tylks inne schorzenia, a u trzech nowotwar nie
zostat jednoznacznie potwierdzony). Ktéra kohorta weszia do analiz priedstawionych w manuskrypcie?

Metodyka bazuje na tych informacjach, ktdre przedstawiono w publikacji. Pewnych informacji w
niektdrych metodach brakuje, aby mdc w petni odtworzyé eksperymenty. Szczegdinie zalnteresowalo minie
wykorzystanie cytometrii przeplywowe] klasycznej do oceny EVs. Zwykle konieczne jest odpowlednie
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prrygotowanie urzgdzenia, aby zminimalizowad szumy | zanieczyszczenia czastkami o podobnej wielkodc
jak EVs , i dotyczy to takie oceny EVs za pomocg oplaszczonych prreciwciatem kulek, Dotycry to filtrowania
ptynéw, rastosowania edpowiedniej procedury cryszczenia urzadzenia oraz zastosowania odpowiednich
filtrdw. W manuskrypcie nie podano tych informacji, Bardzo prosze, aby doktorantka przedstawita te
procedurs bardziej szcregdlowo w trakcie obrony.

Metodycznie za wartosclowe uwazam wykorzystanie nowoczesnej metody fluorescencyjnej analizy
Sledzenia nanoczastek {ang. Fluorescence Manoparticle Tracking Analysis) = fNTA, i pordwnanie jej =z
klasyczrym pomiarem NTA a takie rweryfikowanie jej praydatnedcl do analizy Evs izolowanych z rdinego
materialu biclogicznego. To nowe obserwacie o dude] wartodci poznawcze] | potencjale aplikacyjrym,

Doktorantka scharakteryzowata wyizolowane pecherzyki oraz thadata podstawowe parametry takie
jak: wielkoit i stelenie EVs, oraz podstawowy fenotyp CD63, CD9, CDB1 - podstawowe markery
pecherzykdw. Pordwnano wyniki uzyskane dla pfuca objetego rmianami chorocbowymi, ptuca bez zmian
nowotworowych oraz osocza. Zaobserwowano riinice miedry ptynem BALF a osocrem, kidre mialo inne
stgienie | wielkosc EVs oraz znacznie silnlejsza kontaminacje lipoproteinami. Wykazano, ie BALF okazat sig
frddlem materialu o wyisze| czystodci i tylko on nadawat sie do analiz f-NTA. To cenna obserwacja dla
dalszych prac w kierunku wykorzystania diagnostycznego.

Pani mgr inz. Dtugotecka w podsumowaniu pisze, te markery CD63, CDB1 oraz CDY ocenianc metods
F-NTA oraz za pomocg cytometril, O lle wyniki mierzone -NTA s3 szczegdlowo opisane, trudng mi e byla
pordwnat z wynikami uzyskanymi za pormocy cytometril, gdzie nie zaznaczono ktéra frakeja BALF byla
oceniana. Cry moge prosic o informacje dotyczgce odsetkdw poszczegdinych populadii (CD63, CD81 oraz
CD%) dla pomiardw cytometrycznych i f-NTA dla plynu BALF, ktdry okazal sie materiatern o wysokiej
czystosci nadajjcym sie do analiz obu typdw, | preedyskutowanie ewentualmych réinic.

Finalnie, doktorantka podsumowuje wyniki, w kifrych nie zaobserwowano iadnych korelacji
pomigdzy badanymi parametrami a stanem chorobowym a takie plucem ze zmianami nowotworowymi a
plucem nle 2mienionym nowotworowo. Doktorantka wnioskuje, #e ocha pluca majy  wspdine
mikrosrodowisko | stan nowotworowy nie réinicuje sie jake specyficzny fenotyp, gdyt widoczny jest takie
w drugim plucy (ktdry okredlz Jako rdrowe). Ten wniosek chcistabym przedyskutowat z doktorantka w
czasie obrony, gdy: w moje| opinii przeprowadzone eksperymenty nie do korica porwalajg na taka
konkluzje. Przeprowadzono analizg bardzo podstawowych parametréw, ktdre niekoniecznie musza byé
specyficznie zmienione w mikrodrodowisku nowotweru, Wedlug mnie konieczna jest analiza bardziej
specyficznego fenotypu 2awierajacege jakikolwiek marker nowotworowy, imruncsupresyjny lub inny,
ktory pozwoliiby na stwierdrenle, fe obserwowana sygnatura jest sygnaturg nowotworows. Lub
przeprowadzic jeszcze dokfadniejsze badania cargo, np. 2 wykorzystaniem badar proteomicznych. Ponadto,
bez préby kontrolne] od osoby zdrowej bez choroby nowotworowe] nie moéna jednoznacznie stwierdzic, e
obserwowany fenolyp jest fenotypem chorego pluca, ktdre jest takie reprezentowane w plucu ber guza
(pisatam o tym juz wczesniej). By¢ mode taki podstawowy fenotyp bylby taki sam takie u zdrowych osob i
doplero bardzie] zaawansowane cechy bedg wyrdiniaé EVs charakterystyczne dla nowotworu.

Uzyskane wyniki zostaty zamieszczone w otwarte] bazie danych, co oceniam bardzo poTytywnie,

Praca przegladowa: Dlugolecka M, Czystowska-Kuimicz M. Foctors to consider before choosing EV
lobeling method for fluorescence-based techniques. Front. Bioeng. Blotechnol. Sec. Nanobiotechnoiogy.
Velume 12 — 2024 to bardza ciekawe kompendium aktualnej wiedzy dotyczjce] metodologii izolac)l, analizy
I charakterystyki EVs z réénych materiaidw biclogicznych. Zawiera ona szereg przydatnych informacii
wskazowek dla innych badaczy | diagnostéw. Doktorantka wykazuje duty wiedze i dwiadoma jest
ograniczen | moiliwoici dostgpnych metod. Prace kohczy ciekawy rozdzial dotycracy klinicznego
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rastosowania znakowanla | oceny pecherzykdw EVs, araz wyzwan stojacych jeszcze przed badaczami w tym
obszarze,

Whrioski przedstawione w Autoreferacie odpowiadajy celom, ktére postawila sobie Doktorantka
rorpociynajgc badania. Czgsc konkluzi, ktdre chciatabym prredyskutowad o czym napisatam powyiej
szczegotowo, traktujg jake naukowg dyskusig nie umniejszajgcy wartoscl wynikdw.

W podsumowaniu Autoreferatu, opricz podsumowania uryskanych wynikow, doktorantka pisze, fe
badania przedstawione w publikacji eksperymentalnej (ktéra ukazala sie w 2021 roku) byty kontynuowane |
badanla rozszerzono o analize -NTA dla w sumie 82 pacjentéw oraz analize wykorzystaniem obrazowe]
cytometril przeptywowe] poziomu dodatkowych specyficznych markerdw obecnych na powierzchni EVs,
zwigzanych z ich funkejami prozapalnymi i promujacymi warost nowotworu. Przeprowadzono takse oCeng
stanu immunologicznego pod kgtem m.in. immunosupresji. Wielka szkoda, e wyniki prowadzone po 2021
roku, mimo, ie jeszcze nie opublikowane, nie zostaly prredstawione w rozprawie jake c2gst Autoreferatu.
Ma pewno wibogacilo by to wplyneloby to znacznie na podniesienie wartodci naukowe] rozprawy, Czy
doktorantka w trakcle obrony moe uchylié rabka tajeminicy i opowiedzied o tych wynikach?

Podsumowujge, przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego badania sq dobrze uzasadnione i
wpisujq sl¢ w obszar istotny dla rozwoju medycyny. Doktorantka podjeta sig niewgtpliwie trudnego |
niefatwego zadania prowadzjc prace w obszarze nowym | Intensywnie rozwijajacym sie. Uzyskane wyniki
niewatpliwie stanowla oryginalny wkiad w badania podstawowe | aplikacyjne dotyerce posrukiwania
nowych metod diagnostycznych | zastosowania pecherzykdw zewngtrzkomébrkowych EVs w diagnostyce
raka phuca,

stwierdzam, e przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okredlone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poi. 1668). 2wracam
sig zatem z prodby do Rady Dyscypliny Nauk Medycmnych WUM o dopusiczenie mgr ink. Magdaleny
Diugoteckiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznym |
nauk o rdrowiu.

I powataniem,
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