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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Diugoteckiej
pt. ,Wyzwania zwigzane z charakteryzacja metodami fluorescencyjnymi pecherzykéw
zewngtrzkomérkowych do zastosowait klinicznych na przykiadzie ptynu z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego i osocza pacjentéw z podejrzeniem
niedrobnokomérkowego raka ptuc”

Praca wykonana w Katedrze i Zakladzie Biochemii WUM pod kierunkiem
dr hab. n. med. n. o zdr. Matgorzaty Czystowskiej-Kuzmicz

Wydzielane przez komorki pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EVs) 53 istotnym elementem
przekazywania informacji pomiedzy komérkami, takie oddalonymi od siebie. Zawierajg biatka, lipidy,
czgsteczki RNA, odzwierciedlajgc czesto stan fizjologiczny komérek, z ktérych pochodzgy. Specyficzna
sygnatura EVs, takie ze wzglgdu na tatwa dostepnosé tego materiatu biologicznego, moze mieé potencjalne
znaczenie w diagnostyce. Wiele prowadzonych obecnie badarh poswigconych jest temu zagadnieniu, | wiele
z nich dotyczy choréb nowotworowych. W nurt tej problematyki wpisujg si¢ réwniei badania prowadzone
przez mgr. inz. Magdalene Diugotecks. Doktorantka zajefa sie pecherzykami EVs w niedrobnokomérkowym
raku ptuca {NDRP), ktory jest najczestszym rodzajem raka ptuca, stanowiacym ponad 80% przypadkéw.
Jednym z najwainiejszym aspektow postepowania z chorymi jest odpowiednio szybka diagnostyka
nowotworu. Istotnym problemem w podjeciu terapii s3 ograniczenia diagnostyczne w tym czesta
bezobjawowos¢ na wczesnych etapach jego rozwoju, co prowadzi do postawienia diagnozy w péinym
stadium choroby. Stad podjeta przez mgr inz. Magdalene Diugotecks tematyke pracy uwazam za waing i
aktualng, a uzyskane wyniki moga przyczyni¢ sie do stworzenia metod diagnostycznych i prognostycznych w
przysztosci.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o spojny tematycznie zestaw dwuy publikacji —
jedna wieloautorska praca eksperymentalna (opublikowana w czasopiémie Cells} i jedna praca przegladowa
{opublikowana w czasopi$mie Front. Bioeng. Biotechnol. Sec. Nanobiotechnology). Nie jest to pokazny
dorobek jak na rozprawe doktorska w oparciu o publikacje, zwlaszcza, ze w Autoreferacie nie znalazly sie
jui zadne dodatkowe wyniki.

W obu pracach doktorantka jest pierwsza autorka. Praca eksperymentalna jest wieloautorska, a
udziat doktorantki okreslony jest jako 51% i merytorycznie jest to udziat wiodacy {(obejmowat udziat w
przygotowaniu koncepcji, przeprowadzenie badan, interpretacje wynikéw, przeprowadzenie analizy
statystycznej, napisanie manuskryptu, przygotowanie i opis figur). Nie wszyscy wspétautorzy doktadnie
opisali merytorycznie swoj wkiad, opisujac go jedynie jako: przeprowadzenie badan (8% w przypadku p
tukasza Zargby oraz p Zuzanny Hamoncik). W mojej opinii w przypadku rozprawy z publikacji oéwiadczenia
powinny zawiera¢ doktadny merytoryczny i szczegétowy opis wkiadu w powstanie publikacji, wraz z
rycinami, w ktérych wyniki zostaly przedstawione. Jezeli rozprawa bazuje tylko na jednej pracy
eksperymentalnej, szczegdinie waina jest mozliwoé¢ doktadnego okreélenia udziatu doktoranta w iej

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polska Akademia Nauk
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

tel.: (+48 22) 58 92 207, email: dyrekcjai@nencki.gov.pl

www.nencki.gov.pl



-
# ( biologii doswiadczainej
N
powstanie. Warto wspomnieé, Ze praca eksperymentalna opublikowana w 2021 roku ma 10 cytowan.
Praca przegladowa jest dwuautorska i tu udziat doktorantki okreélono jako 90%.

Jako recenzent czuje sig w obowigzku zaznaczyé, ze jedyna praca eksperymentalna bedaca podstawa
rozprawy zostata opublikowana w czasopiémie z grupy MDPI, nalezacej do tzw. czasopism drapieinych
(,predatory”). Zaznaczam ten fakt, gdyz na temat tych czasopism toczy sie powaina dyskusja, zaréwno w
Polsce jak i na swiecie, a publikacje w tych czasopismach sa obecnie nierekomendowane i nie 53 brane pod
uwage w wielu istotnych zestawieniach ze wzgledu na watpliwej jakosci proces edytorski i rewizyjny.
Zwraca na to tez uwage Narodowe Centrum Nauki. Swiadomos¢ tego zjawiska powinna rosnac, a mtode
pokolenie naukowcdw powinno propagowac wysokie standardy, i to jest moja intencjy zawarcia tej uwagi
w recenzji. Nie ma ona wplywu na oceng wartoéci merytorycznej przedstawionych wynikéw i osiggniecia
doktorantki,

W sktad rozprawy doktorskiej wchodzi, oprécz zataczonych publikacji stanowigcych podstawe
doktoratu i oswiadczert wspdtautoréw, Autoreferat. Wstep w sposob zwiezty, ale wyczerpujacy wprowadza
czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Autorka zwraca tez uwage na aktualne problemy metodyczne
w tym obszarze, zwigzane z izolacjg oraz charakteryzacig tych matych struktur. Nastepnie doktorantka
prezentuje cel badan, ktérym byta préba optymalizacji i walidacji analizy ifosciowej oraz fenotypowej EVs
izolowanych z ptyndw biologicznych - osocza oraz pynu z ptukania oskrzelowopecherzykowego pacjentéw z
podejrzeniem niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP). Szczegbtowe cele dotyczyly: opracowania metod
izolacji, poréwnania profilu EVs z krwi i BALF, okreélenie potencjatu diagnostycznego izolowanych EVs,
przedstawienie zalet i wad poszczegdlnych metod fluorescencyjnych oraz okreélenie wptywu metody
izolacji oraz zanieczyszczet na uzyskane wyniki. Przedstawione badania nie mialy wiec na celu weryfikacji
hipotezy naukowej. S3 to badania natury metodycznej, z istotnym potencjatem wykorzystania wynikéw w
przysztosci w praktyce klinicznej. Cel ten zostat przedstawiony w sposdb jasny.

W nastgpnej czesci Autoreferatu przedstawiono bardzo skrétowo zawartoéé obu publikacji.
Autoreferat koriczy podsumowanie, do ktérego odniose sie w dalszej czesci recenzji.

Publikacja eksperymentalna: Diugolecka M, Szymanski J, Zareba L, Homoncik Z, Domagala-Kulawik J,
PolubiecKownacka M, et al. Characterization of Extracellular Vesicles from Bronchoalveolar Lavage Fluid
and Plasma of Patients with Lung Lesions Using Fluorescence Nanoparticle Tracking Analysis. Cells.
2021;10(12),

Materiatem badawczym wykorzystanym tej pracy bylo osocze oraz ptyn oskrzelowopecherzykowy
pacjentdw z podejrzeniem niedrobnokomdérkowego raka ptuca (NDRP). Niestety brakuje w tych badaniach
istotnej kontroli - nie zbadano materiatu od pacjentéw zdrowych. Trudno wiec w mojej ocenie analizowac i
traktowac uzyskane wyniki jako typowe dla zmian nowotworowych, jeieli do badan nie wlaczono kontroli
od os6b zdrowych. Pluco bez zmian nowotworowych nie jest pfucem zdrowym i unikatabym takiego
stwierdzenia (doktorantka oznacza je jako ptuco zdrowe)}, zastepujac je okresleniem pluco bez zmian
nowotworowych. Nowotwor to choroba systemowa a szczegélnie analiza krgzacych w pltynach EVs powinna
brac to pod uwage. Bardzo prosze, aby doktorantka odniosta sig do tej uwagi w trakcie dyskusji na obronie.
Nie jest dla mnie tez do korica jasne, czy wyniki prezentujg dane uzyskane od wszystkich analizowanych
pacjentéw, czy tylko tych ze zdiagnozowanym nowotworem? Doktorantka pisze dalej, ze analizowano 34
pacjentow (z czego szed¢ os6b okazato sig nie mie¢ NDRP tylko inne schorzenia, a u trzech nowotwér nie
zostat jednoznacznie potwierdzony). Ktéra kohorta weszta do analiz przedstawionych w manuskrypcie?

Metodyka bazuje na tych informacjach, ktére przedstawiono w publikacji. Pewnych informacji w
niektérych metodach brakuje, aby méc w petni odtworzyé eksperymenty. Szczegdlnie zainteresowato mnie
wykorzystanie cytometrii przeptywowej klasycznej do oceny EVs. Zwykle konieczne jest odpowiednie
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przygotowanie urzadzenia, aby zminimalizowaé szumy i zanieczyszczenia czastkami o podobinej wielkodci
jak EVs , i dotyczy to takze oceny EVs za pomocy optaszczonych przeciwciatem kulek. Dotyczy to filtrowania
ptynéw, zastosowania odpowiedniej procedury czyszczenia urzadzenia oraz zastosowania odpowiednich
filtréw. W manuskrypcie nie podano tych informacji. Bardzo prosze, aby doktorantka przedstawita te
procedure bardziej szczegétowo w trakcie obrony.

Metodycznie za wartosciowe uwazam wykorzystanie nowoczesne] metody fluorescencyjnej analizy
Sledzenia nanoczastek (ang. Fluorescence Nanoparticle Tracking Analysis) = fNTA, i poréwnanie jej 2
klasycznym pomiarem NTA a takie zweryfikowanie jej przydatnosci do analizy EVs izolowanych z réznego
materiatu biologicznego. To nowe obserwacje o duzej wartoéci poznawczej i potencjale aplikacyjnym.

Doktorantka scharakteryzowata wyizolowane pecherzyki oraz zbadata podstawowe pa rametry takie
jak: wielko$¢ i steienie EVs, oraz podstawowy fenotyp CD63, CD9, CD81 - podstawowe markery
pecherzykéw. Poréwnano wyniki uzyskane dla ptuca objetego zmianami chorobowymi, ptuca bez zmian
nowotworowych oraz osocza. Zaobserwowano réznice miedzy ptynem BALF a osoczem, ktére miato inne
stezenie i wielko$¢ EVs oraz znacznie silniejsza kontaminacje lipoproteinami. Wykazano, ze BALF okazat sie
trodtem materiatu o wyzszej czystosci 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, ze markery CD63, CD81 oraz CD9 oceniano metody
f-NTA oraz za pomocg cytometrii. O ile wyniki mierzone f-NTA sa szczegdtowo opisane, trudno mi je bylo
poréwnac z wynikami uzyskanymi za pomoca cytometrii, gdzie nie zaznaczono ktéra frakcja BALF byla
oceniana. Czy mogg prosic o informacje dotyczgce odsetkéw poszczegdinych populacji (CD63, CD81 oraz
CD9) dla pomiaréw cytometrycznych i f-NTA dla plynu BALF, ktéry okazat sie materiatem o wysokiej
czystosci nadajacym sie do analiz obu typéw, i przedyskutowanie ewentualnych réznic.

Finalnie, doktorantka podsumowuje wyniki, w ktérych nie zaobserwowano zadnych korelacji
pomigdzy badanymi parametrami a stanem chorobowym a takze pfucem ze zmianami nowotworowymi a
plucem nie zmienionym nowotworowo. Doktorantka wnioskuje, 2e oba ptuca majg wspdlne
mikrosrodowisko i stan nowotworowy nie réznicuje sie jako specyficzny fenotyp, gdyz widoczny jest takie
w drugim ptucu (ktory okreéla jako zdrowe). Ten wniosek chciatabym przedyskutowaé z doktorantka w
czasie obrony, gdyz w mojej opinii przeprowadzone eksperymenty nie do kofica pozwalajg na taka
konkluzje. Przeprowadzono analize bardzo podstawowych parametréw, ktére niekoniecznie muszg byé
specyficznie zmienione w mikrosrodowisku nowotworu. Wedtug mnie konieczna jest analiza bardzigj
specyficznego fenotypu zawierajacego jakikolwiek marker nowotworowy, immunosupresyjny lub inny,
ktéry pozwolitby na stwierdzenie, ie obserwowana sygnatura jest sygnatury nowotworowy. Lub
przeprowadzi¢ jeszcze doktadniejsze badania cargo, np. z wykorzystaniem badan proteomicznych. Ponadto,
bez préby kontrolnej od osoby zdrowej bez choroby nowotworowej nie mozna jednoznacznie stwierdzié, ze
obserwowany fenotyp jest fenotypem chorego ptuca, ktére jest takie reprezentowane w ptucu bez guza
(pisatam o tym juz wczesniej). By¢é moie taki podstawowy fenotyp bytby taki sam takie u zdrowych oséb i
dopiero bardziej zaawansowane cechy bgdg wyrézniaé EVs charakterystyczne dia nowotworu.

Uzyskane wyniki zostaty zamieszczone w otwartej bazie danych, co oceniam bardzo pozytywnie.

Praca przegladowa: Dlugolecka M, Czystowska-Kuimicz M. Factors to consider before choosing EV
labeling method for fluorescence-based techniques. Front. Bioeng. Biotechnol. Sec. Nanobiotechnology.
Volume 12 — 2024 to bardzo ciekawe kompendium aktualnej wiedzy dotyczacej metodologii izolacji, analizy
i charakterystyki EVs z réinych materiatéw biologicznych. Zawiera ona szereg przydatnych informacji i
wskazéwek dla innych badaczy i diagnostéw. Doktorantka wykazuje duzg wiedze i $wiadoma jest
ograniczet i moiliwosci dostgpnych metod. Prace konczy ciekawy rozdziat dotyczacy klinicznego
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zastosowania znakowania i oceny pecherzykéw EVs, oraz wyzwan stojacych jeszcze przed badaczami w tym
obszarze.

Whioski przedstawione w Autoreferacie odpowiadaja celom, ktére postawita sobie Doktorantka
rozpoczynajac badania. Czg$¢ konkluzji, ktére chciatabym przedyskutowaé o czym napisatam powyiej
szczegotowo, traktuje jako naukowa dyskusje nie umniejszajacg wartosci wynikow.

W podsumowaniu Autoreferatu, oprécz podsumowania uzyskanych wynikéw, doktorantka pisze, ze
badania przedstawione w publikacji eksperymentalnej {(ktéra ukazata sie w 2021 roku) byly kontynuowane i
badania rozszerzono o analize f-NTA dla w sumie 82 pacjentéw oraz analize z wykorzystaniem obrazowej
cytometrii przeptywowej poziomu dodatkowych specyficznych markeréw obecnych na powierzchni EVs,
zwigzanych z ich funkcjami prozapalnymi i promujacymi wzrost nowotworu. Przeprowadzono takie ocene
stanu immunologicznego pod katem m.in. immunosupresji. Wietka szkoda, ze wyniki prowadzone po 2021
roku, mimo, ze jeszcze nie opublikowane, nie zostaty przedstawione w rozprawie jako czesé Autoreferatu.
Na pewno wzbogacito by to wptyngloby to znacznie na podniesienie wartosci naukowej rozprawy. Czy
doktorantka w trakcie obrony moze uchyli¢ rgbka tajemnicy i opowiedzieé o tych wynikach?

Podsumowujac, przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego badania sq dobrze uzasadnione i
wpisujq si¢ w obszar istotny dla rozwoju medycyny. Doktorantka podijeta sie niewatpliwie trudnego i
niefatwego zadania prowadzac prace w obszarze nowym i intensywnie rozwijajacym sig. Uzyskane wyniki
niewatpliwie stanowia oryginalny wkiad w badania podstawowe i aplikacyjne dotyczace poszukiwania
nowych metod diagnostycznych i zastosowania pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych EVs w diagnostyce
raka ptuca.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okresélone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Zwracam
si¢ zatem z prosbg do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny
Dtugoteckiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznym i
nauk o zdrowiu.

Z powaianiem,

Katarzyng Pi c /&i
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