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Recenzja pracy doktorskiej p. mgr Agaty Abramowicz pt. ,Scharakteryzowanie proteomu
egzosomodw uwalnianych z komérek poddanych stresowi genotoksycznemu”

Praca doktorska p. mgr Agaty Abramowicz podsumowuje wtasne wyniki prac eksperymentalnych
zaprezentowane w dwu publikacjach i szerzej omdéwione na tle innych badan w dwu pracach
przeglagdowych. Rozprawa ma forme ,,zszywki” tych publikacji poprzedzonych krétkim wprowadzeniem.
Prace dotyczg proteomiki egzosomow, waznych substruktur komérkowych, wydzielanych na zewnatrz
komérek, a uczestniczacych w przekaznictwie sygnatu i zaangazowanych tez w procesy patologiczne. Do
rozprawy wtgczono réwniez dwie prace przeglagdowe. W pierwszej z nich opisano i poréwnano znane
podejscia eksperymentalne poswiecone preparatyce egzosomow uzyskiwanych albo z hodowli
komérkowych albo ze Zzrédet naturalnych. Ujawniona w poprzednich badaniach wazna rola egzosoméw
uruchomitfa zainteresowanie proteomika tych struktur, a raczej niesionego przez nie biatkowego cargo,
poniewaz biatkowa zawartos¢ egzosoméw decyduje o ich funkcji i moze stanowi¢ wazny punkt uchwytu
lekéw skierowanych na przerwanie patologicznej transmisji sygnatéw mediowanej przez egzosomy.
Publikacja pokazuje jak intensywnie eksplorowany jest temat ekstrakcji i oczyszczania egzosomow, i jak
jest krytyczny dla uzyskania satysfakcjonujacych rezultatéw analiz proteomiki réznicowej. Zalezg one od
sukcesu w powtarzalnym uzyskiwaniu maksymalnie oczyszczonych egzosoméw, pozbawionych biatek
pozywki i biatek niespecyficznie wigzacych sie do egzosoméw. Opracowane tabele i schematy dobrze
ilustrujg ,, drzewa wyboru” jakich eksperymentator musi dokona¢ miedzy ultrawirowaniem, filtracja,
chromatografig SEC lub powinowactwa i wreszcie precypitacjg, opracowujac optymalng strategie ze
Swiadomoscig wad i zalet réznych podejsc. Autorzy podkreslajg brak ustalonych standardéw i potrzebe ich
opracowania. Publikacja stanowi zatem dobre uzasadnienie wtasnych préb optymalizacji procedur
preparatyki materiatu zaprezentowanych w pierwszej publikacji eksperymentalnej. Przedstawiono w niej
wyniki porownywania réznych krokéw preparatyki egzosomow z wybranego zestawu linii komorkowych
raka gtowy i szyi, poczgwszy od wyznaczenia minimalnej zawartosci serum w pozywce niezbednej dla
utrzymania 100 % przezywalnosci komdérek w 24 godzinnej hodowli. Nastepnie poréwnano efekt eliminacji
zanieczyszczen zwigzanych z obecnoscig egzosomdw bydlecych w pozywce przez wstepne odwirowanie
tych egzosoméw lub uzycie komercyjnie dostepnej pozywki pozbawionej egzosomdw. Sposrdd sposobow
separacji egzosomow i biatek pozywki Autorka testuje jedynie chromatografie wykluczania, pozwalajaca
na uzyskanie frakcji, w ktérej przewazajg biatka egzosomow. Poréwnujg za to trzy metody dysrupcji
egzosomow i ekstrakcji biatek cargo uzyskane w jednym eksperymencie. Wyniki bytyby bardziej
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przekonujace, gdyby zbadano powtarzalnos¢ uzyskanych rezultatdw w bardziej znamiennej statystycznie
serii, wnioski wysnute w oparciu o jednokrotny eksperyment nie pozwalajg ocenié ich powtarzalnosci,
zatem ich wartos¢ jest niewielka. W rezultacie autorzy rekomendujg jeden protokét zaktadajgcy hodowle
komérek w medium o zmniejszonym stezeniu serum, pozbawionych egzosoméw bydlecych, oczyszczanie
egzosomow przez chromatografie SEC i eliminacje biatek serum na etapie analizy danych z uzyciem
kontrolnego przebiegu analizy proteomicznej samego serum.

Optymalizacja protokotu preparatyki egzosomdéw nie jest celem samym w sobie. Umozliwia
prowadzenie eksperymentow proteomiki réznicowej biatkowego komponentu egzosomoéw powstatych w
réznych warunkach. Uwaza sie bowiem, ze to sktad biatkowy egzosomdéw decyduje o ich funkcjonalnosci i
indukuje ich protekcyjne i destrukcyjne dziatanie. Autorka w nastepnych dwu publikacjach podejmuje to
wyzwanie wykonujac analize proteomiczng egzosoméw uzyskanych podczas hodowli komodrek raka gtowy i
szyi poddanych stresowi napromieniowania promieniowaniem jonizujgcym, a nastepnie podsumowujac w
przeglagddéwce wiedze literaturowa na temat podobnych eksperymentéw. Zoptymalizowany protokét
zastosowano do zmapowania réznic w sktadzie biatkowym egzosomaw linii komérkowe]j poddanej
ekspozycji na 4 rézne poziomy natezenia promieniowania. W analizie ilosciowej wykorzystano program
Protein Discoverer i miare ilosci biatka zalezng od wielkosci sygnatu trzech najsilniej reprezentowanych
peptydow dla danego biatka w procedurze ,,Precursors lon Area”. Wartosci tych sygnatéw normalizowano
w oparciu o parametr zwany Total lon Count. Jak Autorka ocenia zastosowanie tej metody normalizacji,
gdy grupa biatek réznicowych nie jest marginalna, lecz obejmuje ponad 39 % biatek i charakteryzuja sie
one bardzo duzymi wartosciami ratio, dla wiekszosci biatek ponad 4,5 krotnymi wzrostami? Jezeli 40%
biatek ma wiecej niz 4,5-krotnie silniejszy sygnat w prébkach naswietlonych to znormalizowanie na sume
intensywnosci sygnatow biatek nie réznicowych i réznicowych powoduje, ze wiele z biatek o prawdziwym
ratio 1 na skutek tej normalizacji uzyska ratio rézne od 1 i moze zostac zakwalifikowane do grupy
réznicowych. Metoda normalizacji na TIC dziata prawidtowo gdy zaburzenie zwigzane z obecnoscig biatek
réznicowych jest niewielkie lub gdy biatka réznicowe sg wytgcznie niskopopulowane, co chyba nie mam
miejsca, ale tez nie zostato to okreslone. Sposrdd ponad 1200 zidentyfikowanych biatek prawie co trzecie
biatko okazato sie wykazywaé rézne poziomy przed i po naswietleniu. Biatka réoznicowe identyfikowano na
podstawie analizy ,outlierdw” rozktadu uzyskanych w eksperymencie wartosci , ratio”, a nie klasycznej
metodyki wyliczania wartosci p. Przyjeto ten sposdb postepowania za wzgledu na ,,sample size — limited
power of statistical testing”. Rzeczywiscie, wyniki oparte s3 tylko na jednej preparatyce, trudno w tym
przypadku w ogdle méwic o analizie statystycznej, bez powtdrzen eksperymentu ocena poziomu
zmiennosci cechy jest niemozliwa, nie jest mozliwe testowanie przynaleznosci danej cechy do grupy biatek
réznicowych i nieréznicowych, a tym samym nie jest mozliwa ocena poziomu fatszywie pozytywnych
rezultatow. Nie wiadomo zatem, jaka czes¢ z podanej listy biatek réznicowych to artefakty. Szczegdlnie ze,
jak sami autorzy podkreslaja, przyjety sposdb pomiaru wartosci sygnatu jest ,, potilosciowy”. Brak analizy
replikatéw biologicznych, ktére zazwyczaj stosuje sie, by mozna byto zastosowac analize statystyczng, bez
ktdrej trudno ocenic czy uzyskane rezultaty sg powtarzalne znacznie obniza wartos$¢ i wiarygodnosé
uzyskanego zestawu biatek réznicowych. Dodatkowo, wynika tez z tego, ze nie mozna zastosowac
klasycznych metod analizy statystycznej danych proteomiki réznicowej. Opis zastosowanej nierutynowej
metody ograniczono w publikacji do wskazania innej publikacji: Marczyk M1, Jaksik R, Polanski A, Polanska
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J. (2013) BMC Bioinformatics. 2013 Mar 20;14:101. doi: 10.1186/1471-2105-14-101. , Adaptive filtering of
microarray gene expression data based on Gaussian mixture decomposition.”, w ktérej stosuje sie rozktad
na dystrybucje gaussowskie danych mikromacierzy w celu filtrowania nieinformatywnych cech.
Przeniesienie tej metodologii na dane proteomiczne, zwtaszcza jej zastosowanie do danych z jednego
powtdrzenia eksperymentu, wymagatoby bardziej doktadnego opisu, niz zamieszczony w publikacji, tak by
zgodnie z wymogami sztuki mozliwe byto powtdrzenie catego doswiadczenia, tacznie z etapem analizy
danych. Bytoby chociaz wskazane méc zapoznac sie z uzyskanym rozktadem , ratio” i proponowanym
rozktadem na sktadowe gaussowskie. Szkoda, ze nie zostato to pokazane na przyktad w sekcji ,,Supporting
Materials”. Tak duza frakcja biatek réznicowych o tak duzych wartosciach ,fold change” nie jest typowa dla
eksperymentdw proteomicznych i warto bytoby ten fakt bardziej dogtebnie przedyskutowac. Nie ma tez
informacji o biatkach, ktére byty obecne tylko w jednym ze standw przed lub po naswietlaniu. Czy takich
nie byto? Co wiecej zadne z biatek réznicowych nie wykazato trendu wzrostowego wraz ze zwiekszeniem
dawki promieniowania. Jak mozna skomentowac ten niepokojacy wynik?

Lista uzyskanych biatek réznicowych i przeprowadzona analiza GO wskazuje raczej na protekcyjng
funkcje zawartosci biatkowej egzosomoéw poddanych irradiacji. Szkoda, ze te wnioski nie opierajg sie na
analizie odpowiedniej serii replikatow biologicznych. Oprécz badan wtasnych Autorka poréwnata ich
wyniki z wynikami innych zespotow w pracy przeglagdowej, dobrze ilustrujgcej narodziny tego nowego
kierunku badawczego.

Odktadajac na bok powyzsze pytania, zrodzone raczej z ciekawosci i checi pobudzenia dyskusji,
mozna stwierdzi¢, ze praca Autorki przyczynita sie do usystematyzowania metodyki analiz proteomicznych
bardzo waznego obiektu badan biomedycznych, jakim sg egzosomy. Zawezenie pola widzenia do frakgcji
egzosomalnej proteomu, pozbycie sie w analizach proteomicznychn czesto nieistotnego bagazu
nieinformatywnych biatek, daje nadzieje na stosunkowo tatwy dostep do niskopopulowanych biatek,
potencjalnych markeréw choréb, markeréw postepu terapii, czy wrecz nowych celéw terapeutycznych.
Nalezy przypuszczac, ze analizy egzosomow bedg szybko zyskiwaé na popularnosci i istotnosci i ze
opracowania kandydatki przydadzg sie wielu zespotom. Autorka pokazata tez przydatnosc
zoptymalizowanego protokotu ekstrakcji proteomu egzosomalnego do wykonywania proteomicznych
analiz réznicowych i uzyskata wstepne informacje na temat zmian sktadu proteomu egzosoméw w
komérkach poddanych stresowi naswietlenia promieniowaniem jonizujgcym.

W podsumowaniu, pani mgr Agata Abramowicz uzyskata rezultaty o istotnej wartosci, obrany
kierunek niewatpliwie bedzie rozwijany w przysztosci. W przedstawionej rozprawie Autorka jasno opisata
uzyskane rezultaty. Powyzsza ocena pozwala wnioskowac o dopuszczenie p. mgr Agaty Abramowicz do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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