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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Otugoteckiej pt. "Wyzwania zwiazane
2 charakteryzacjg metodami fluorescencyjnymi pecherzykéw zewnatrzkomorkowych do zastosowan
klinicznych na przykiadzie plynu z plukania oskrzelowo-pecherzykowego i osocza pacientow
Z podejrzeniem niedrobnokomorkowego raka ptuc” zrealizowanej w Katedrze i Zaktadzie Biochemii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem dr hab. n. med. n. o zdr. Matgorzaty
Czystowskiej-Kuzmicz.

Poznanie molekularnych mechanizméw komunikacji migdzykomérkowe| staje sie w ostatnim czasie
waznym problemem medycznym zwiaszcza w kontekscie poszukiwania markeréw wczesnego
wykrywania choroby nowotworowej lub niepowodzenia jej leczenia. Szczegdlng role zajmuja pecherzyki
zewnatrzkomdrkowe obecne w fatwo dostepnych diagnostycznie plynach ustrojowych pacjenta (tzw.
ptynnej biopsji), a ich liczba wydaje sie by¢ zwigzana z poziomem zaawansowania choroby.
Najwigkszymi ograniczeniami badai nad biologia pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (EV) s3
wyzwania metodyczno-technologiczne wynikajgce z ich rozmiaru. Z uwagi na swoja heterogennosé oraz
trudnosci w uzyskaniu homogennej populacji EV ich wykorzystanie jako biomarkeréw stawia przed
badaczami wiele probleméw technicznych. Wigkszosé metod charakteryzacji stosowanych w przypadku
komérek nie moze zosta¢ uzyta w przypadku EV. W ostatnich latach w zwiazku z rosngacym
zainteresowaniem EV zostalo opracowanych kilkka nowych metod izolacji, jak réwniez urzadzen
dedykowanych analizie wielkosci, stgzenia oraz ich skiadu molekularnego. Bezposredni pomiar sEV za
pomoca kanwencjonalnej cytometrii przeplywowej jest niemozliwy z powodu granicy detekcji urzgdzen.
Dodatkowo maty rozmiar tych pgcherzykdw utrudnia proces usuwania nadmiaru barwnika w procesie
znakowania fluorescyjnego, jak rowniez kontaminacji wynikajgcych ze specyfiki materiatu, z ktérego s3
izolowane (na przykiad lipoprotein). Doktorantka w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
dotgczyta do badaczy prébujacych opracowad metodyke charakteryzowania EV; jednoczesnie wpisuje
sig w nurt badarn wczesnego wykrywania nowotworéw oraz ich monitorowania immunologicznego,
zawierajgc rownoczesnie bardzo ciekawe wyniki badan na poziomie metodologicznym. Autorka
w przedstawionym do oceny cyklu dwoéch prac opracowuje metode izolacji EV z plynu z plukania
oskrzelowo-pgcherzykowego (BALF) oraz analizuje metodg znakowania fluorescencyjnego, jaka



powinno sie zastosowac do analiz ilodciowych EV tak, aby uzyskac rzetelne wyniki do zastosowania
w aplikacjach klinicznych,

Temat rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Diugoleckiej oceniam jako aktualny oraz wysoce
adekwatny w stosunku do problematyki wspdiczesnych badan biomedycznych. Praca doktorska mgr
inz, Magdaleny Dlugoteckiej prezentuje wyniki uzyskane za pomocg technologii 0 duzym potencjale
w badaniach translacyjnych (badania prowadzono zgodnie =z najnowszymi wytycznymi
Miedzynarcdowego Towarzystwa Pecherzykbﬁ Zewngtrzkomadrkowych, ISEV). Doktorantka
zrealizowata postawione sobie cele, dobrala do ich realizacji odpowiednie metody badawcze, dokonala
bardzo rzeczowej analizy wynikdw i ich interpretacji w opublikowanych pracach stanowigcych jej prace
doktorskg. W pierwszej opublikowanej pracy wykazano, 2e znakowanie fluorescencyjine EV dla
okreslonych markeréw pecherzykow zewngtrzkomorkowych w polaczeniu z analizg NTA w trybie
rozproszenia i fluorescencji umozliwia precyzyjne okreslenie stezenia, rozmiaru, dystrybucji oraz
fenotypu powierzchni prawdziwych” EV izolowanych z ptynéw biclogicznych, w ktorych obecne sg
heterogenne populacje EV. Szczegdlnie przydatne w badaniach nad EV zdaniem Doktorantki wydaja
sie by¢ metody fluorescencyjne, takie jak fluorescencyjna analiza sledzenia nanoczastek (ang.
Fluorescence Nanoparticle Tracking Analysis, f-NTA) oraz cytometria przeptywowa w nanoskali (ang.
Nanoscale Flow Cytometry, nFC). Pozwalajg one na odréznienie EVs od Ha i czynnikdw zakidcajacych
typu lipoproteiny i korona biatkowa (bedaca nieodigcznym elementem towarzyszacym budowy/skladu
EV), szczegolnie czeste przy izolacji EV 2 ptyndw biologicznych. Kontynuacje zagadnienia zwigzanego
z optymalizacja i| weryfikacja fluorescencyjnych metod analizy pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych do
przysztych zastosowanr klinicznych wraz z kompleksowym przegladem dostepnego pismiennictwa na
ten temat Doktorantka przedstawita w kolejnej, drugiej publikacji cyklu, ktéra stanowi cze$¢ pogladowg
i teoretyczng niniejszej pracy doktorskiej.

Sposab prezentaciji uzyskanych wynikow nie jest typowy dla tego rodzaju prac doktorskich, ale jest dosé
przejrzysty. Autorka w prezentowane] do oceny pracy doktorskiej zamiescita: {1) spis projektéw
badawczych, w ramach ktorych realizowala swojg prace doktorska, (2) streszczenie pracy w jezyku
poiskim i angielskim, (3) wstep, (4) zalozenia i cel pracy, (5) kopie opublikowanych prac,
{8) podsumowanie i wnioski, (7) bibliografie oraz (8) oéwiadczenia wspdtautorow publikacji. Cele
przedstawione w rozdziale ,zalozenia i cel pracy’ Autorka realizuje konsekwentnie w dotaczonych
kopiach prac, ktorych mgr inz. Magdalena Diugotecka jest wspdtautorkg. Zdaniem Recenzenta jednak
nie wszystkie zaproponowane cele sg przejrzyste i precyzyjne, a tym samym trudno je zrealizowaé.
Celem prezentowanej do oceny pracy doktorskiej stanowigcej cykl dwoch prac jest migdzy innymi
.okreslenie wptywu metody izolacji oraz zanieczyszczen na uzyskane wyniki” oraz ,poréwnanie cBALF
z oBALF jako metod okredlenia czy nowotwdr wplywa na cale pluca, czy sg to odrebne srodowiska?”.
Chciatabym, aby w czasie publicznej obrony recenzowanej pracy Autorka odniosta sie do tej uwagi
i wyjasnita doktadniej co miata na mysli konstruujac te dwa cele pracy doktorskisj.

Przedstawione publikacje stanowigce cykl s3 znakomicie ilustrowane rycinami, a prezentowang do
recenzji prace doktorskg jej Autorka konczy podsumowaniem, w ktérym przytacza najwazniejsze
wnioski z publikacji. Oscbiscie bardzo podoba mi sie taka forma pracy doktorskiej i $wiadczy



o dojrzalosci naukowej jej Autorki. Pani mgr inz. Magdalena Diugotecka dokonuje podsurnowania
uzyskanych wynikow oraz ich interpretacji popartej literaturg w bardzo przejrzysty i nie pozostawiajgcy
watpliwosci sposdb. Opis rozprawy stanowi w tym przypadku cykl dwach opublikowanych prac, wiec
Recenzent jest w stanie oceni¢ oraz doceni¢ dobér metod do zalozonych celow pracy, uzyskarne wyniki
i wyciagniete wnioski. Dobér pi$miennictwa (bibliografia sktada sig z 35 pozycii) jest adekwatny do tresci
pracy. Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim. Praca jest przejrzysta, konkretna oraz Jnie
przegadana®, co jako Recenzent doceniam szczegélnie. W czesci teoretycznej swojej rozprawy
doktorskiej mgr inz. Magdalena Diugolecka opisuje problemy towarzyszace badaniom EV/. Sporo
miejsca Doktorantka poswigca opisowi wybrane] do realizacji celu technologii oraz jej wad i zalet.
Oceniajac te czesc pracy stwierdzam, ze rozdzial prezentujgcy teoretyczny kontekst realizowanych
badar jest napisany w sposéb przejrzysty i bardzo przystepny.

Doktorantka nie unikneta bledow edytorskich oraz pomylek, bedacych nieodtacznym elementem tego
typu opracowan. Wiekszoéé uwag o charakterze edirtorskim dotyczy nieprecyzyjnych okreslen np.
»dzigki zglgbianiu biologii nowotworéw i rozwoju nowoczesnych technik badawczych”. W tekécie
pojawiajg sie niezrecznosci jezykowe i sformulowania bedace kalkg tumaczenia z jezyka angielskiego
np. ,komarek parentalnych” zamiast ,komaérek rodzicielskich” czy »~CZynniki zaktécajgce typu lipoproteiny
i korona biatkowa”.

Pozostajac pod wrazeniem pracy przedstawionej mi do oceny chciatabym, aby Pani mgr inz. Magdalena
Dlugotecka Marta odniosta sig do nastepujacych zagadnien podczas publicznej obrony:

(1) Czy opracowana przez nig w trakcie reaiizacji pracy doktorskiej procedura analityczna jest
mozliwa do zastosowania do kazdego typu materiatu, aby uzyska¢ wiarygodne, rzetelne wyniki
analiz? Jesli nie, to jakie s3 jej podstawowe ograniczenia?

(2) Jednym z celéw pracy bylo okreslenie wplywu metody izolacji oraz zanieczyszczen, niemniej
jednak w prezentowanym podsumowaniu Autorka nie prezentuje jakie parametry byty
najistotniejsze. W idealnej eksperymentainej \;versji. aby testowac wptyw czynnika nalezatoby
prowadzi¢ eksperyment w zmieniajacych sie warunkach ilo$ciowych tego czynnika, co trudno
przeprowadzi¢ dla ukladu eksperymentalnego jakim sq EV (najwigkszym ograniczeniem jest
brak kontroli tj. sktadnika, ktéry nie zmienia sie ilodciowo w EV i jest wprost proporcjonalny do
liczby EV): w jaki wigc sposéb testowano wplyw zanieczyszczen? W jaki sposéb kontrolowano
usuwanie lipoprotein?

(3} Czy w czasie badart prowadzonych w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej Doktorantka
natknela si¢ na inne niz prezentowane w pracy ograniczenia w izolacji EVijesli tak, to czego
dotyczyly?

(4) Jakie agregaty biatek ma na mysli Autorka piszac,... w jej konwencjonalnej wersji 2 pomiarem
w Swietle widzialnym nie mozna odréznié EV od lipoprotein, a takze od agregatow biatek czy
innych zanieczyszczeri o podobnej wielkosci.” Jakie zanieczyszczenia Autorka ma na mysli,
oraz czy mogtaby wyjasni¢ jakie rozmiary w stgsunku do lipoprotein oraz EV majg biatka?

Do przestanej do recenzji pracy dolaczono osiagniecia naukowe Doktorantki, ktora jest wedtug nich
pierwszym autorem nastepujgcych pracy stanowigcych cykl, a jej udzial autorski (potwierdzony



oswiadczeniami wspolautorow) wynosi odpowiedn.io 51 oraz 90%: Wspolautorzy opublikowanych prac
potwierdzili jej udziat w swoich o$wiadczeniach oraz fakt, ze mgr inz. Magdalena Diugodecka jest
Autorkg manuskryptow stanowiacych dwie opublikowane prace stanowigce oceniang prace doktorska.

1. Dlugolecka M, Szymanski J, Zareba L, Homoncik Z, Domagala-Kulawik J, Polubiec- Kownacka
M, Czystowska-Kuzmicz M. Characterization of Extracellular Vesicles from Bronchoalveolar
Lavage Fluid and Plasma of Patients with Lung Lesions Using Fluorescence Nanoparticle Tracking
Analysis. Cells. 2021 Dec 9;10(12):3473. doi: 10.3390/cells10123473. PMID: 34943982 PMCID:
PMC8699990.

2. Dlugolecka M, Czystowska-Kuzmicz M. Factors to consider before choosing EV labeling method
for fluorescence-based techniques. Front Bioeng Biotechnol, 2024 Sep 18;12,1479516. doi:
10.3389/fbioe.2024.1479516. PMID: 39359260; PMCID: PMC11445045,

Wspotczynnik oddziatywania zaprezentowanego w pracy cykiu wynosi 11,96 (240 punktow MNISW).
Osiagnigcia Doktorantki uwazam za dobre na tym etapie jej kariery naukowej.

Whioski ogélne

-

Podsumowujac, mocng strong pracy jest wstep teoretyczny w ktorym jego Autorka wykazata sie wiedzg
z zakresu biologii pgcherzykdéw zewnatrzkomérkowych oraz medycyny. Praca doktorska, ktorej podjeta
sig mgr in2. Magdalena Diugolgcka jest interdyscyplinarna i wymaga wszechstronnej wiedzy. Zostatla
dobrze zaplanowana oraz zrealizowana. Dodatkowo ryciny prezentujgce uzyskane dane zawarte
w kopiach prac sg przygotowane w spos6b przejrzysty, dobrze dokumentujgc uzyskane dane. Cykl prac
stanowi rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje 0going wiedze teoretyczng kandydatki w danej
dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Reasumujgc, w mojej ocenie tresé i jakosé przedstawionej rozprawy w pefni odpowiadaja wymogom
stawianym rozprawom doktorskim oraz wskazuja na duzg samodzieinosé naukowa Kandydatki. Stad
rekomenduje dopuszczenie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiei mar inz. Magdaleny

Dlugoteckiej do jej publicznej obrony oraz wyréznienie tej pracy.

Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
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