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pt. ,Wyzwania zwigzane z charakteryzacja metodami fluorescencyjnymi
pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych do zastosowan klinicznych
na przykladzie plynu z plukania oskrzelowo-pecherzykowego i osocza pacjentéw
z podejrzeniem niedrobnokomoérkowego raka pluc'
wykonanej pod kierunkiem
Promotorki: dr hab. Malgorzaty Czystowskiej-Kuzmicz
w Katedrze i Zakladzie Biochemii

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (z ang. extracellular vesicles;, EVs) wydzielane przez komérki,
w tym komérki ludzkie réznego pochodzenia tkankowego, stanowia w ostatnim czasie istotny przedmiot
badan licznych zespolow na swiecie, jako wazne mediatory komunikacji migdzykomérkowej oraz
markery procesow zachodzacych w tkankach. Jednym z istotnych obszaréw badan nad EVs oraz nad ich
znaczeniem m.in. jako markeréw diagnostycznych, stanowia badania pgcherzykéw pochodzacych z
komoérek nowotworowych, wydzielanych do i krazacych w plynach ustrojowych. Rosnaca liczba
najnowszych badan $wiatowych wskazuje, ze EVs wydzielane przez komérki nowotworowe i
identyfikowane ~w  roznych  plynach  ustrojowych, w tym min. w  osoczu

i surowicy krwi obwodowej, mogg by¢ istotnymi markerami $wiadczacymi m.in. o stadium rozwoju
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i progresji danego typu nowotworu, w tym nowotworéw litych oraz nowotworéw ukiadu
krwiotworczego.

W zwiazku z rosnacg potrzeba oznaczania tego typu markeréw diagnostycznych w materiale
klinicznym, istotne staje si¢ obecnie wlasciwe dobranie i zoptymalizowanie metod detekcji oraz oceny
ilosciowej i jakosciowej EVs w materiale klinicznym relewantnym dla danego typu nowotworu,
w oparciu o nowoczesne platformy dedykowane do badafi nanoczastek, co wcigz stanowi wyzwanie dla
badaczy. W tego typu badaniach wyzwanie stanowi nie tylko dobor samych metod detekcji EVs, ale
takze sposob wstepnego przygotowania materiatu klinicznego, celem zminimalizowania zanieczyszczen
biologicznych moggcych stanowié¢ swego rodzaju ,,tto molekularne”, wplywajac tym samym na poziom
whasciwego sygnahu, pochodzgcego od frakcji EVs. Jednakze dzigki wysitkom podejmowany w tym
obszarze przez grupy badawcze na caly $wiecie, opracowywane sg nowe wazne protokoty o istotnym

walorze diagnostycznym w onkologii.

Praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dlugoteckiej w pelni wpisuje si¢ w ten niezwykle wazny
obszar badawczy, koncentrujgc si¢ na optymalizacji protokotow detekcji i ilosciowej identyfikacji
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych obecnych w osoczu krwi obwodowej oraz plynie oskrzelowo-
pecherzykowym (ang. Bronchoalveolar Lavage Fluid, BALF) u pacjentéw z podejrzeniem
niedrobnokomérkowego raka ptuc (NDRP), celem wykorzystania tego materiatu klinicznego dla
przysztych celéw diagnostycznych. Doktorantka w swoich badaniach podigta si¢ waznego wyzwania,
aby ocenié ilociowo i jakosciowo obecno$é EVs w obu w/w plynach ustrojowych w szczegdlnodci
z zastosowaniem analizy $ledzenia nanoczgstek z pomiarem fluorescencji (ang. Fluorescence
Nanoparticle Tracking Analysis, f-NTA), jak réwniez dokonata przeglagdu szeregu technik i podejs¢
istotnych dla wstepnego oczyszczania materiatu klinicznego celem wiasciwej identyfikacji nanoczastek
jakimi s3 EVs, w szczeg6lnosci metodami opartymi o detekcje fluorescencji. Tym samym jej badania
moga si¢ przyczynié w przyszloéci do optymalizacji podejs¢ diagnostycznych opartych
o detekcje EVs z materiatu od pacjentéw z chorobami nowotworowymi, co ma istotne znaczenie

praktyczne.

W skiad przedstawionej mi do recenzji rozprawy wchodzg dwie spdjne tematycznie publikacje
o istotnym aspekcie poznawczym i praktycznym, w tym jedna (1) praca oryginalna oraz jeden (1) artykut
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
ekspercka przez niezaleznych recenzentow.
We obu wspomnianych pracach Pani mgr inz. Magdalena Dlugolecka jest pierwsza autorka

- ze znaczacym, odpowiednio 51% i 90%, udzialem Doktorantki w ich wykonaniu, co pozwala
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potwierdzi¢, ze Doktorantka miata kluczowy wkiad w przedstawione prace eksperymentalne oraz ich
przygotowanie do publikacji, a takze opracowanie przegladu aspektéw istotnych dla standaryzacji oceny
EVs w materiale klinicznym, z wykorzystaniem technik opartych o fluorescencje.

Wkiad Doktorantki w przedstawione do oceny prace jest wiodacy i nie budzi watpliwosci. Zostat przy
kazdej z publikacji wykazany stosownym udzialem procentowym, potwierdzonym takze przez

pozostalych wspélautoréw wspomnianych artykuléw naukowych.

Ocena formalna pracy:

Rozprawe doktorska rozpoczyna strona tytulowa wraz ze stowami kluczowymi oraz spis projektéow
badawczych, w ktorych jaj oceniam Doktorantka brala udziat i w ramach ktérych realizowala swoje
badania. Po nich nast¢puje Wykaz publikacji wlaczonych do rozprawy oraz Spis tresci i Wykaz skrétow,
po  ktérych  nastgpuja  Streszczenia  pracy w  jezyku  polskim  oraz  angielskim,
gdzie Doktorantka w sposéb informatywny przedstawia gféwne osiagnigcia swojej pracy doktorskie;.
Po nich nastepuje zwiezly 4-stronicowy Wsigp, w ktorym Doktorantka przedstawila najwazniejsze
aspekty merytoryczne stanowiace tlo dla przeprowadzonych przez nig badan, a nastepnie w rozdziale
Zalozenia i cel pracy nakreslila zwig¢zle najwazniejsze cele, ktore przyswiecaty przeprowadzonym przez
nig badaniom oraz wymienila metody i material kliniczny, jakie zastosowata w swoich badaniach.
Nastepnie Doktorantka umiescila kopie obu publikacji (wraz z Suplementem do Publikacji nr 1), ktore
wchodzag w sklad jej rozprawy, a po nich umiescita S5-stronicowy rozdzial Podsumowanie
i wnioski obejmujgcy podsumowanie jej najwazniejszych osiagnig¢ oraz wnioski z przeprowadzonych
badan. Po nich nastepuje rozdzial Bibliografia obejmujacy 35 pozycji literaturowych, do ktérych
Doktorantka odnosi si¢ w swojej rozprawie. Na koricu umieszczono Oswiadczenia wspotautoréw
publikacji, ze wskazaniem przez nich stosownego wkladu procentowego kazdego ze wspolautoréw

w publikacji przedstawione do oceny w niniejszej rozprawie.

Od strony formalnej rozprawa w przedstawionej formie spelnia w mojej ocenie wymogi stawiane tego

typu pracom, stanowigcym cykl artykuléw poswigconych danej tematyce.

Uwagi do czesci formalnej:
Do aspektéw formalnych pracy mam jedng uwage odnoszaca si¢ do rekomendacji Rad Dyscyplin WUM,

co do strony formalnej prac doktorskich, ktére w przypadku rozprawy doktorskiej sktadanej w formie
cyklu publikacji sugeruja wprowadzenie zwiezlego rozdzialu dotyczacego materiatu i metod. W pracy
brakuje takiego rozdziatu. Doktorantka wprawdzie wymienia zwigzle zastosowane przez nig metody
oraz materiat badawczy w ramach rozdziatu Zalozenia i cel pracy, ale w mojej ocenie - biorgc pod uwage
fakt, ze jej praca doktorska dotyczy w szczeg6lnosci optymalizacji kwestii metodycznych badan nad

EVs, taki wyodrgbniony rozdzial metodyczny - =z bardziej szczegélowym omodwieniem



i uzasadnieniem wyboru zastosowanych metod i platform do oceny EVs, testowanych warunkéw
przygotowana materialu biologicznego, ktdre byly optymalizowane, itp. — powinien si¢ znalezé
w rozprawie. Mysle, ze w trakcie obrony rozprawy takie przedstawienie aspektow metodycznych

prowadzonych przez Doktorantkg badan bedzie wskazane.

Ocena merytoryczna:

Ze wzgledu na fakt, ze zasadnicza czg¢$¢ rozprawy doktorskiej stanowig artykuly naukowe,
opublikowane juz w recenzowanych czasopismach o zasiggu mig¢dzynarodowym, kiére byly poddane
ocenie miedzynarodowych ekspertdéw przed ich opublikowaniem - w tym w zakresie m.in. jakosci,
interpretac)i i znaczenia prezentowanych wynikow badan, ponizsza ocena jako recenzenta rozprawy ma
charakter dodatkowy. Ze swojej strony, po szczegélowym zapoznaniu si¢ z przedstawionymi

publikacjami Doktorantki, zaprezentowane wyniki badan oceniam wysoko.

W _pierwszej z zaprezentowanych prac (Dlugolecka i wsp. Cells, 2021, 10, 3473; DOIL:
10.3390/cells10123473: Publikacja 1), stanowigcej pracg oryginalng, Doktorantka skupita sig

na ocenie detekcji pgcherzykéw zewnatrzkomorkowych w osoczu oraz plynie BALF izolowanych
od 34 pacjentéw (18 kobiet i 16 mezczyzn) z podejrzeniem niedrobnokomorkowego raka ptuc (NDRP),
z zastosowaniemm m.in. techniki NTA obejmujacej pomiar fluorescencji (czyli f-NTA). Material
pochodzit od pacjentéw z podejrzeniem nowotworu, u ktérych nie wdrozono jeszcze leczenia (u 25-u
potwierdzono nastgpnie obecno$é NDRP, a u pozostafych postawiono inna diagnozg), ale ktoérych
zakwalifikowano do =zabiegu bronchoskopii, podczas ktorej pobierano materiat (BALF)
- w Instytucie Gruzlicy i Badan Pluc w Warszawie. Od tych samych pacjentow pobierano takze krew, z
ktdrej nastepnie izolowano osocze do dalszej preparatyki w celu izolacji EVs.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka wyizolowata frakcje wzbogacone w EVs z obu materialéw
klinicznych stosujac rdézne metody izolacji (w tym wirowanie sekwencyjne z ultrawirowaniem oraz
izolacje kolumnowg SEC), a nastgpnie przeprowadzita ich wieloparametrowg charakterystyke
z zastosowaniem m.in. metod Western Blot, Cryo-TEM oraz cytometrii przeplywowej, zgodnie
z rekomendacjami Miedzynarodowego Towarzystwa Pecherzykéw Zewnatrzkomérkowych (ISEV).
Nastepnie zbadala obecno$¢ réznych subpopulacji EVs w wyizolowanych frakcjach w oparciu
o ekspresj¢ wybranych markerow egzosomalnych (CD63, CD9, CD81) z zastosowaniem wspomnianej
metody f-NTA. Celem optymalizacji protokotdw przygotowania materiatu klinicznego do badan oraz
pomiaréw obecnosci EVs w izolatach, Doktorantka testowala rézne warunki w tym kontrolne, gdzie
m.in. probki kontrolnych EVs byly poddawane lizie, usuwano frakcj¢ lipoprotein lub wybrane
subpopulacje EVs wykazujace ekspresj¢ wskazanych tetraspanin. Dzigki tym badaniom, Doktorantka
scharakteryzowala sklad izolatéw nanoczastek pozyskanych z obu materiatéw klinicznych pod

wzgledem wiclkosei nanoczastek, rozktadu subpopulacji, mozliwych zanieczyszczen, w tym
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lipoproteinowych, oraz wykazata szereg cickawych i potencjalnie istotnych klinicznie/ diagnostycznie
réznic pomiedzy tymi izolatami, co bedzie z pewnoscig istotnym krokiem do dalszych badan
1 optymalizacji protokoléw diagnostycznych opartych o EVs.

Doktorantka podjgla takze w ostatnim etapie probg korelacji wynikéw uzyskanych badan
z parametrami klinicznymi pacjentéw. Nie udalo si¢ jej niestety wykaza¢ zadnych istotnych korelacji
pomigdzy zbadanymi parametrami izolatéw EVs (pozwalajacych np. na rozréznienie pacjentow
w zaleznosci od diagnozy), co Doktorantka stusznie interpretuje wplywem wcigz nie do konca
zoptymalizowanych warunkéw oczyszczania preparatéw EVs z materialu klinicznego, ktére
zastosowala - w szczegdlnosci z osocza krwi pacjentow, ktére obok EVs zawiera szereg innych
nanoczgstek, w tym agregatéw biatkowych, lipoprotein i innych czgstek, ktére nalezy traktowaé jako
zanieczyszczenia przy pomiarach EVs, Mimo to Doktorantce udato si¢ zidentyfikowa¢ wazne aspekty i
parametry, ktdre nalezy wzia¢ w przysziosci pod uwage przy dalszej optymalizacji pomiaréw detekcji
oraz analizy ilosciowej i jakosciowej EVs, wyizolowanych z materiatu klinicznego jakim jest osocze lub
BALF (zostaly one pdzniej oméwione w Publikacji nr 2), co stanowi istotny walor poznawczy i

aplikacyjny pracy Doktorantki,

W drugiej publikacji: Dlugolecka & Czystowska-Kuzmicz, Front Biceng Biotechnol, 2024, 12-
24 (DOI: 0.3389/fbioe.2024.1479516; Publikacia nr 2), tematycznie $cile powigzanej z Publikacja

nr 1 - Doktorantka wraz ze swoja Promotorka, dokonata przegladu i krytycznej analizy metod

i szczegblowych podejs¢é metodologicznych, ktdre powinny byé wzigte pod uwage przy
przygotowywaniu probek materiatu klinicznego (w tym osocza, €zy surowicy pacjentéw) w celu
optymalnej detekcji i identyfikacji EVs w takim materiale klinicznym, aby taka analiza miata walor
diagnostyczny i prognostyczny w klinice.

Na podstawie badan prowadzonych na $wiecie, Doktorantka dokonala szczegolowego i stanowiacego
istotny walor dla badaczy zainteresowanych diagnostykg w oparciu o EVs — przegladu szeregu metod
uzywanych do detekcji EVs w oparciu o fluorescencje (Tabela 1), uwzgledniajac m.in. ich zalety
i wady oraz koszty i zakres czulosci jesli chodzi o wielkogé analizowanych nanoczgstek. Oméwila takze
wybrane z tych metod, ktére moga mieé w przysziosci szczegdlne znaczenie dla zastosowan
w diagnostyce opartej o EVs. Wskazala takze na wyzwania jakie s3 wcigz zwigzane z whasciwym
przygotowaniem materiatu klinicznego, w tym z wstepnym oczyszczaniem probek, znakowaniem
markerow EVs, odréznienia wlasciwego sygnalu pochodzacego od EVs od zanieczyszczen
reprezentowanych przez inne nanoczgstki obecne w materiale Klinicznym (tzw. “non-EVs”). Dokonala
takze przegigdu barwnikéw fluorescencyjnych stosowanych obecnie do znakowania EVs, w tym
w celu oceny ich integralnosci, znéw przytaczajac ich wady i 2alety oraz mozliwe zastosowania (Tabela

2). W ostatniej cz¢sci wskazala takze na wyzwania w zakresie optymalizacji metod detekcji EVs w



réznym materiale klinicznym, w szczegblnosci  dla  celoéw diagnostycznych, na czym
z pewnoscig Doktoranta bedzie si¢ takze koncertowaé¢ w swoich przysztych badaniach.

W mojej ocenie Publikacja nr 2 stanowi wazne i obszerne kompendium wiedzy oparte o dotychczas
prowadzone na $wiecie badania, ktore moze byé pomocne dla wielu badaczy do dalszych optymalizacji
metod detekeji EVs m.in. w materiale klinicznym, w szczegblnosci z uwzglgdnieniem metod opartych

o pomiary fluorescencji. Jakos¢ i wartos¢ naukowa publikacji oceniam bardzo wysoko.

Uwagi merytoryczne:
W czasie lektury rozprawy i publikacji, nasunglo mi sie kilka pytafi merytorycznych oraz
metodycznych — w szczegdlnosci do publikacji eksperymentalnej, do ktorych chcialabym, aby

Doktorantka byta uprzejma odnies¢ si¢ w trakcie swojej obrony pracy:

1. Doktorantka w trakcie izolacji EVs zastosowala preparatyke wstgpng obu materialow
klinicznych stosujac m.in. krok wirowania z predkoscia (g): 10K (dla osocza) i 25K dla BALF,
co w mojej ocenie moglo doprowadzi¢ do utraty czgscei frakeji EVs z probki, w szczegblnosci
wiekszych ektosomow oraz onkosomow wydzielanych przez komérki nowotworowe, ktorych
rozmiary mogg dochodzi¢ nawet do 1000nm. Moglo to byé ew. przyczyng utraty EVs w izolatach
pochodzacych z BALF, a takze braku zasadniczych réznic pomigdzy zawartoscig EVs w
materiale pochodzacym z migjsc objgtych nowotworem (cBALF) i miejsc zdrowych (0BALF).
Czy Doktorantka brata/ bierze pod uwage taka mozliwo$¢? Czy na jakims etapie badan
Doktorantka stosowala moze w przypadku obu materiatow klinicznych inne warunki
oczyszczania wstepnego, tj. bez kroku 10K i 25K?

2. Dlaczego Doktorantka zastosowala inne predkosci (g) wstgpnego oczyszeczania dla osocza (m.in.
10K) oraz BALF (m.in. 25K), a nie t¢ samg predkosé (np. 10K g)? Prosilabym uprzejmie
Doktorantke o uzasadnienie.

3. Proste schematy, ale z poréwnaniem krokow proceduralnych, obejmujacych w szczegolnosci
wszystkie warunki wirowania wstepnego, ultrawirowania i ew, oczyszczania na kolumnach
(SEC) bylyby wskazane do przedstawienia dla obu materialéw (osocza i BALF) w trakcie
obrony, aby dobrze przedstawi¢ rdznice w zastosowanych protokotach, ktdre mogg tez ew.
wptywaé na odzysk réznych frakeji EVs.

4. Czy biorac pod uwagg, Ze zastosowany w badaniach znacznik CMDR moze nie tylko wiazac si¢
z blong EVs, ale takze z lipoproteinami stanowigcymi zanieczyszczenia (o czym Doktorantka
wspomina takze w publikacji dyskutujac swoje wyniki), Doktorantka wykonywata moze takze
barwienia, gdzie EVs znakowano jednocze$nie barwnikiem blonowym (CMDR) oraz
znacznikiem florescencyjnym wiazacym sig z cytoplazmatyczng zawartoscig pecherzyka (np. 2
zastosowaniem barwnika RNA-Select, wigzacego si¢ do RNA), aby rzeczywiscie potwierdzic i
zbadaé zawartosé integralnych EVs (tj. podwaéjnie dodatnich) w badanych izolatach?
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5. Ryc. 2¢c: Prositabym Doktorantke o przedstawienie na obronie metody pomiaru obecnosci EVs

z zastosowaniem kuleczek Danabeads w polaczeniu z cytometrig przeptywowa oraz wyjasnienie
do czego odnoszg si¢ wartosci procentowe w takich analizowanych probkach?
Do oméwienia tej techniki i wynikéw na Ryc. 2c, proszg uprzejmie o zaprezentowanie
histograméw z tego panelu, ale w formie kolorowej, poniewaz w wersji B&W (jak
w publikacji) sa one mato czytelne (np. legenda wskazuje 3 probki nalozone na siebie, a na
wykresach np. wida¢ 4 piki, ktére trudno rozréznic).

6. Ryc. 4a: O czym wg Doktorantki $wiadczy to, ze w analizie FL-NTA identyfikowane
nanoczastki CMDR+ sg istotnie statystycznie wigksze od czastek, kiedy one byly analizowane
bez pomiaru FL (w scatter mode)?

7. Czy wzwigzku z tym, ze po wybarwieniu probek znacznikiem CMDR widzimy znaczaco nizszy
odsetek obiektéw CMDR+ w prébce pozyskanej z osocza wzgledem probek BALF, czy mozna
mowi¢ o tym, ze rzeczywiscie ,liczba EVs” jest wyzsza w prébkach z osocza niz w BALF? Co
to mogg by¢ za nanoobiekty o fenotypie CMDR-, ktére przewazaja w probkach pozyskanych z
osocza (jak widaé z pomiardw np. stgzen nanoczastek w badanych izolatach bez FL)?

8. Ryc. 9: Jak wyjasni¢, ze po usunigciu lipoprotein nie zmienia si¢ catkowita liczba nanoczastek
wykrytych w izolatach z osocza w poréwnaniu z prébkami bez usuwania LP, a jednoczesnie
wzrasta liczba nanoczastek CMDR+ w prébkach LP-? Czy jest to mozliwe? Co moze za tym ew,
stac?

9. Na Ryc. 10 podsumowujacej badania w Publikacji 1, Doktorantka wskazuje, ze lipoproteiny
mogg wigzaé (niespecyficznie?) przeciwciata anty-CD9. Czy sg inne doniesienia w literaturze,
wskazujace na taka mozliwo$é? Co Doktorantce wiadomo na ten temat?

10. Czy biorge pod uwage brak korelacji pomiedzy zbadanymi parametrami izolatéw EVs
pozyskanych przez Doktorantkg, a parametrami klinicznymi pacjentdéw, Doktorantka brata pod
uwage lub prowadzila takze badania, w ktérych np. barwiono preparaty EVs przeciwko
markerom samego nowotworu (np. EGFR, ktérego ekspresja jest zwigkszona na powierzchni
gruczolakorakéw), aby zidentyfikowa¢ bardziej specyficznie EVs pochodzace ew. bezposrednio
z takich komérek nowotworowych?

I'1. I pytanie bardziej ogélne: Jakg dalsza strategic optymalizacji metod detekcji EVs jako markeréw
diagnostycznych w osoczu lub BALF od pacjent6w z NDRP, proponowalaby Doktorantka, aby
zwigkszy¢ specyficznosé analizy i zwigkszyé prawdopodobienstwo korelacji wynikéw takich
analiz z parametrami klinicznymi u tych pacjentéw, co byloby kontynuacja ew. dalszych badan

Doktorantki?

Mysle, ze odpowiedzi na powyzsze pytania i watpliwosci beda dobrym punktem wyjscia

do dyskusji o wynikach i znaczeniu badan Doktorantki w czasie obrony jej pracy.

|



Podsumowujac, praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Dhugoleckiej wpisuje si¢ w wazny
aspekt badan nanoczastek komoérkowych (EVs) obecnych w materiale klinicznym, jako markerow
diagnostycznych i prognostycznych, w tym diagnostyce nowotworow.

W swoich badaniach Doktorantka podjeta sig zadania detekcji oraz analizy ilosciowej i jakosciowej EVs
obecnych w osoczu i plynie oskrzelowo- pecherzykowym (BALF) pacjentéw z podejrzeniem
niedrobnokomérkowego raka ptuc (NDRP), w tym w szczeg6Inosei z zastosowaniem metody f-NTA
(opartej o fluorescencjg), co mogloby doprowadzi¢ do opracowania protokotéw dla celow
diagnostycznych. W swoich badaniach uzyskata szereg istotnych wynikéw, ktore definiujg dalsze
obszary badaf, w tym w zakresie krytycznych krokow, ktére musza zostaé zoptymalizowane, aby takie
testy (oparte o EVs) mogly by¢ opracowane i mie¢ znaczenie diagnostyczne. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki stanowia jej oryginalne osiagnigcie naukowe i niosg wazny wkiad w rozwoj nauk
biomedycznych, w tym diagnostyki klinicznej i onkologii. W mojej ocenie, wyniki Doktorantki moga

mieé takze w przyszlosci istotne znaczenie praktyczne.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w

art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)

oraz wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Dlugoleckiej do dalszych etapéw postgpowania
o nadanie jej stopnia naukowego doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne.

Z powazaniem,
Signed by /
Podpisano przez:

Ewa Katarzyna
Zuba-Surma
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