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Recenzja rozprawy dokiorskiej mgr in2. Magdaleny Diugolgckiej pt "Wyzwania zwigzane
Z charakleryzacig metodami fluorescencyjnymi pacherzykdw zewnatrzkomorkowych do zastosowan
klinicznyeh na przykladzie phynu z plukania oskrzelowo-pecherzykowego | osocza pacientdw
z podejrzeniem niedrobnokomdrkowego raka pluc” rrealirowans) w Katedrze | Zakiadzie Biochemi
Warszawskiego Uniwersyletu Medycznego, pod kierunkiem dr hab. n. med. n. o zdr. Maigorzaty
Czystowskiej-Kuimicz

Poznanie molekulamych mechanizmdw komunikacii migdzykomorkows| staje sie w ostatnim czasie
wainym problemem medycznym zwlaszcza w konlekécie poszukiwania markerdw wozesnego
wyknywania choroby nowatwarowe lub niepowodzenda &) leczenia. Szczegding role zajmujg pecherzyki
zewnalrzkomarkowe obecne w latwo dostepnych disgnostycznie phynach ustrajowyeh pacienta (zw.
phymnej biopsji). a ich hezba wydaje sie byc zwigzana z poziomem zaawansowania choroby.
Najwigkszymi ograniczeniami badah nad biclogiy pecherzykow zewnairzkomdrkowych (EV) LE |
wyZwania metodyczno-technologiczne wynikajgce z ich rozmiary. 2 uwagi na swojg heterogennodt araz
rudnodel w uzyskaniu homogennej populacli EV ich wykorzystanie jako blomarkerdw stawia przed
badaczami wiele problemdw technecznych. Wiekszodc meiod charakteryzad)i stosowanych w przypacku
komdrek nie mode zostac uiyta w pzypadku EV. W ostatnich latach w rwigzku I rosngoym
zainteresowaniem EV zosialo opracowanych kika nowych metlod izolac, jak réwniez urzadzed
dedykowanych analizie wielkosci, stedenia oraz ich skiadu molekularnego. Bezposradni pomiar sEV za
pomocy konwencjonalng| cytometni prrephywowsi jest niemadiiwy z powodu granicy detekci urzadzen.
Dodatkowe maly rezmiar tych pecherzykdw ulnednia proces usuwania nadmiary barwnika w procesis
znakowania flucrescyjnego, jak réwnied kortaminacji wynikajacych ze specyfiki materialy, 2 ktérego sq
izolowane (na przykiad hpoprotein). Dokforantka w przedstawions) do recenzji pracy doktorskiej
dotgczyta de badaczy prabujacych opracowad metodyke charakieryzowania EV; jednoczetnie whizuje
sig w nurt badah wezesnego wykrywania nowotwordw oraz ich monitorowania immunclogicznege,
awierajac rownoczednie bardro ciekawe wyniki badan na poziomie metodologicznym. Autorka
w przedstawionym do cceny cyklu dwoch prac opracowue melode izolacji EV z plynu z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego (BALF) oraz analizuje melode znakowania fluorescencyinego, jakg



powinno sig zasicsowad do analiz ilosciowych EV tak, aby uzyskaé rzetelne wyniki do zastosowania
w aplikacjach klinicznych

Temat rozprawy doktorskie) mgr inz. Magdaleny Ddugoleckiej ocaniam jsko akiualny oraz wysoce
adakwatny w slosunku do problematyki wepdbczesnych badan biomedycenych, Praca doktorska mgr
ing. Magdaleny Dhugodeckiej prezentuje wyniki uzyskane za pomocy lechnologii o duzym polenciale
w badaniach translacyjnych (badania prowadzono zgodnie z  najnowszymi  wytyeznyrm
Miedzynarodowego Towarzystws  Pecherzykiw  Zewngirzkomorkowych, ISEV). Ookiorantka
zreahzowata postavione sobée cele, dobrata do ich realizagi odpowiednie metody badaweze, daokonata
bardzo rzeczowej analizy wynkdw i ich inferpratac)i w opublikowanych pracach stanowigtych jo prace
dokiorskg, W pierwsze) opublikowane pracy wykazano, e znakowanie fluorascencyine EV dia
ockreslonych markerdw pecherzykow rewnatrzkomarkowych w polaczeniu z analizg NTA w trvbie
razprosrenia | fluorescenc)i umodlivia precyzyjne okredlenie siedenia, rozmiary, dystrybuc)i oraz
fenotypu powserzchni prawdziwych™ EV izolowanych z phyndw biclogicznych, w kidrych obecne sg
heterogenne populacie EV. Szczegdinie preydatne w badaniach nad EVY zdankem Dokiorantkl wydajg
gie byé metody fluorescencyjne, tekie jak fluorescencyina analiza sledzenia nancczastek [(ang
Flucrescance Nanoparticle Tracking Analysis, 1-NTA) oraz cylometria proephrwvowa w nanoskall (ang,
Nanoscale Flow Cylometry, nFC), Porwalajg one na adriznienie EVs od tha | czynnkiw zakiocajgoych
typu poproteiny | korona biatkowa (bedaca nisodigcznym elementem towarzyszacym budowy'skiady
EV), ezczeqiinie czesle przy izolagji EV z plyndw biclogicenych, Kontynuacje Tagadnienia 2wigzansgo
z optymalzac]s | wenyfkacy fluorescencyynych metod analizy pecherrykdw zewngtrzkomorkowyeh do
przysziych zastosowarn klinicznych wraz z kompleksowym przegladem dostepnego pimiennictwa na
ten termat Doktarantka przedstawita w kolepnel, drugie) publikaci cyklu, kidra stanowi czeéé pogladows
i tmoretyczng niniejsze] pracy doktorskis).

Spasth prezentac) uzyskanych wynikdw nie jest typowy dla tego rodzaju prac doktorskich, ale jest dogc
preejrzysty. Autorka w prerentowans) do oceny pracy dokiorskie] ramiedcis: (1) spis projektéw
badawczych, w ramach kidrych realizowala swojg prace doktorska, (2) streszczenie pracy w jezyku
polskim | angielskim, (3) wslep, (4) zalofenia | cel pracy, (5) kopie opublowanych prac,
[6) podsumowanie | wnioski, (T) bibliografie oraz (8) odwiadczenia wspokautordw publikachi. Cele
przedstawione w rozdriale zabodkenia | cel pracy” Aulorka realizuje konsekwantnie w dotgczonych
kopiach prac, kidrych mgrinz, Magdalena Déiugodecka jest wspdiautorkg. Zdanlem Recenzenta jednak
nie wszystkie zaproponowane cele sa przejrzyste | precyzyne, a tym samym tnudne je zrealizowad.
Celem prezentowans] do ocany pracy doktorskie) stanowigesj cykl dwoch prac jes! migdzy innymi
Lokreslenie wptywu metody IZolac) Oraz ZanecIysIcIen na uzyskans wynki® oraz pordwnanie cBALF
z oBALF jako metod okredlenia czy nowobtwdr wplywa na cale pluca, czy sq 1o adrgbne Srodowiska?”,
Cheialabym, aby w czasie publicznej obrony recenzowane] pracy Autorka odniosla sig do tej uwagi
| wyjagnita dokladniej co misla na myéli konstruujge te dwa cele pracy dokio~skie).

Przedstawione publikacie stanowigee cykl 33 znakomicie ilustrowane rycinami, a prezentowang do

recenzji prace dokborsky jej Autorka koncry podsumowamem, w Kidrym przylacza najweainisjsze
wnioski z pubBacji, Osobidcie bardzo podoba mi sie taka forma pracy doklorskie) | Swiadczy



o dojrzalosel naukowe] jej Autorki. Pani mgr ink Magdalena Diugolgcks dokonuje pedsurnowania
uryskanych wynikow oraz ich interpretacii popariej literaturg w bardzo przejrzysty | nie pozost awiajacy
walpliwosci spesck. Opls rozprawy stanowi w tym przypadku cykl dwoch opublikowanych prac, wies
Recenzent j#st w stanie ocenit oraz docenié dobdr meled do zalozonych celéw pracy, uzyskane Wtk
| wyciggnigte wrioski. Dobor pismiennictwa (bibliagrafia skiada sig z 35 pozy<ji) jest adekwatny do tredei
pracy. Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim. Praca jest przejrzysta, konkretna oraz _nis
przegadana”, co jake Recenzen! doceniam szczegdinle. W czedci teorstycznej swoje) rozprawy
doktorekie) mgr ink. Magdalena Dlugolgcka opisuje problemy towarzyszace badaniom EV/. Sporo
migjsca Dokiorantka poswigca opisowi wyberang] do realizacji celu technologii oraz je wad i zalet,
Ocenigjge te czqéc pracy siwierdzam, fe rozdzial prezentujgey tecretyczny kontekst realizowan ych
badar jest napisany w sposéb przejrzysty i bardzo przystepny.

Doktorantka nie uniknela blgdéw edytorskich oraz pomylek, bedgcych nizodigcznym elementem lago
typu opracowan. Wiekszodé uwag o charakierze m‘;rlmkrn dolyczy nieprecyzyjnych okresled np.
.dzigki zglebianiv biclogii nowotwordw i rozwoju nowoczesnych technik badawezyeh™. W tekécis
Pojawiaja sig niezrecznodci jezykowe | sformulowania bedace kalkg Humaczenia z jezyka angielskisgo
np. Jkomarex parentalnych” zamiast komorek rodzicielskich™ czy ,czynniki zakidcajgce typu lipoprateny
i korona biakowa®,

Pozeoslajac pod wrazeniem pracy przedstawione mi do oceny chcialabym, aby Pani mgrink. Magdalena
Diugodecka Marta odniosla sig do nastepujgcych zagadnien podezas publicznej cbrony:

(1) Czy opracowana przez nig w lrakcie realizacji pracy doktorskisj procedura analityczna jest
madliwa do zastosowania do kardego typu materialu, aby uzyskad wiarygodne, rzetelne wyniKi
analiz? Jesh nie, to jakie 53 j&j podstawows ograniczenia?

(2} Jednym z celéw pracy bylo okreslenie wplywu metody izolacji oraz zanieczyszczen, niemnie
jednek w prezentowanym podsumowaniu Aulorka nle prezertuje jakie parametry byly
najistotnisjsze. W idealnej eksperymentaine wersji, aby testowaé wphyw czynnika nalezaloby
prowadzié eksperyment w zmieniaigcych sig warunkach Bosciowych tego czynnika, co frudno
przeprowadzic dis ukladu eksperymentalnego jakim sg EV (najwiskszym ograniczeniem jest
brak kontrali 1). skiadnika, kidry nie zmienia sie dosciows w EV | jest wprast proporcionalny do
lczby EV): w jaki wigs sposch lesiowano wplyw zanieczyszczed? W jaki sposdb kontrolowans
Lguwan e lipoprotein?

(3] Czy w czasie badan prowadzonych w przedstawionej do oceny pracy dokiorskiej Doktorantka
natkneda sk na inne niz prezentowans w pracy ograniczenia w izolacgji EVijedli tak, to czego
dotyczyly?

(4) Jakie agregaty bislek ma na mysl Autorka piszac ... wje] konwencjonalnej wersji 2 pomiarem
w swietle widzialnym nie mozna edréznié EV od lipoprotein, a takze od agregattw bislek CIy
innych zanieczyszczen o podobnef wielkoici.” Jakie zanleczyszczenia Autorka ma na miyali,
oraz czy moglaby wyjadnic jakie rozmiary w stosunku do lipoprotein oraz EV majq bialica?

De przestanej do recenzji pracy dolaczono osiagréecia naukows Doklorantki, ktara jest wedhig nich
plerwszym autorem nastepujgcych pracy stanowigeych cykl, a jai udzial autarski (pobtwierdzony



ofwiadczeniami wapdlaulordw) wynosi udmwhnn'ln 51 oraz 90%: Wspdlautorzy opublkowanych prac
pobwierdzili jej udzial w swoich céwiadczeniach oraz fakt, 2e mgr inz. Magdalena Dugoiecka jest
Autorks manuskryptiw stanowigcych dwie opublikowane prace stanowigce oceniang prace doktorska

1. Diugolecka M, Szymanski J, Zareba L, Horoncik Z, Domagala-Kulawik J_ Polubiec- Kownacka
M, Czyslowska-Kuzmicz M. Characterization of Exiracelular Vesicles from Bronchoalvesiar
Lavage Fluid and Plasma of Patients with Lung Lesions Using Fiuorescence Nanoparticle Tracking
Analysis. Cells. 2021 Dec 9,10{12):3473. doi: 10.3380/calls10123473. PMID: 34943882, PMCID.
FMCBE95950.

2. DiugaleckaM, Czystowska-Kuzmicz M. Factors to consider before choosing EV labeling method
for fluorescence-based technigues. Front Bioeng Biotechnol 2024 Sep 18.12.1479518. doi
10.3389bioe. 2024.1479516. PMID: 38358260, PMCID: PMC 11445045

Wspdlczynnik oddziatywania zaprezentowanego w pracy cykiu wynosi 11,06 {240 punktdw MMNISW)
Osiagnigcia Doktorantki uwazam za dobre na tym etapie jej kanery naukowef

Wnicski ogdine

Podsumowujac, mocng sirong pracy jest wstep teoretyczny w kiarym jego Autorka wykazala sie wiedzg
z zakresu biologii pgcherzykdw zewngtrzkomdrkowych oraz medycyny. Praca doktorska, kitraj podjela
S mgr int. Magdalena Dlugolgcka jest interdyscyplinara | wymaga wizechstronnej wiedzy, Zostala
dobrze zaplanowana ofaz zreslizowana. Dodatkowo ryciny prezentujgce uzyskane dane zawars
w kopiach prac sg przygetowane w sposdb przejrzysty, dobrze dokumentujgc uryskane dane. Cykl prac
stanowi rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogding wiedzg tecretyczna kandydatki w dane|
dyscyplinie oraz umigjginosé samodzieinego prowadzenia pracy naukowe|.

Reasumujgc, w mojej ocenle tresé | jakodé przedsiawions| rozprawy w petni odpowiadaja wymogom
slawianym rozprawom dokiorskim oraz wskazujg na duta samodzieinost naukowa Kandydatki. Stad

Rozprawa doktorska speinia warunki ckreglone w art 187 Uslawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)

Dr hab. Monika Pietrowska, Praf. NIO-PIB



