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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Agaty Abramowicz
pt.: Scharakteryzowanie proteomu egzosomo6w uwalnianych z komoérek poddanych stresowi
genotoksycznemu

Recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Koordynatora ds. przewodoéw doktorskich Rady
Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie, prof. dr hab. n. med.
Zbigniewa Noweckiego, z dnia 22 pazdziernika 2019 roku (pismo nr RNK-000/34119), w zwigzku z
decyzja Rady Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Skfodowskiej-Curie, na mocy ktore;j

zostalam powotlana na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Abramowicz.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Abramowicz zostala przygotowana w Centrum Onkologii —
Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, pod kierunkiem dr hab. Moniki
Pietrowskiej. Rozprawa zostata przedstawiona w formie 92-stronicowego dzieta, obejmujacego liste
publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, list¢ pozostalych publikacji, streszczenie rozprawy w
Jjezyku polskim i angielskim, gtowne cele pracy, omowienie prac tworzacych rozprawe doktorska,
wnioski oraz zestaw czterech opublikowanych prac, wchodzacych w sklad rozprawy. Prace te sa
spojne tematycznie i zostaly opublikowane w latach 2016-2019 w czasopismach naukowych
znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports/Web of Science (Proteomes, Journal of Radiation
Research, PLoS One oraz Molecular Biosystems). Zatem mozna uznaé, ze najbardziej istotna czesé
rozprawy zostala juz raz wstgpnie zweryfikowana. Wszystkie publikacje sa publikacjami
wieloautorskimi, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem. Wkiad pracy wspotautorow oraz
Doktorantki w powstaniu publikacji zostal udokumentowany w stosownych o$wiadczeniach. Nie ma
watpliwosci, ze Doktorantka byfa gléwnym autorem koncepcji badan przedstawionych w pracy 1 i 4,
autorem koncepcji i wykonawca bardzo znacznej czgsci badan eksperymentalnych we wszystkich 4
pracach oraz opracowania, analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw. Bezdyskusyjny jest rowniez
udzial Doktorantki w przygotowaniu i redakcji manuskryptow.

Przedstawiona rozprawa doktorska dotyczy charakterystyki skiadu biatkowego egzosoméw
uwalnianych z komoérek plaskonablonkowego raka regionu glowy i szyi w odpowiedzi na

promieniowanie jonizujace. Doktorantka postawifa sobie trzy zasadnicze cele:




1. opracowanie i optymalizacj¢ warunkéw hodowli komodrkowej in vitro w doswiadczeniach
prowadzacych do izolacji egzosomdéw z pozywki hodowlanej, miedzy innymi w celu
ograniczenia wplywu obecnosci pecherzykow zewnatrzkomodrkowych oraz  bialek
pochodzenia surowiczego na wyniki analiz proteomicznych,
2. opracowanie i optymalizacj¢ metody izolacji egzosomow, zapewniajacej material odpowiedni
ilosciowo i jakosciowo do analiz proteomicznych z wykorzystaniem spektrometrii mas,
3. scharakteryzowanie proteomu egzosomow uwalnianych z komoérek poddanych dziataniu
promieniowania jonizujacego, w tym ocena wplywu dawki promieniowania jonizujacego
na sktad biatkowy egzosomow.
Punktem wyjscia do badan byla pilna potrzeba standaryzacji metod badawczych egzosoméw w celu
poznania mechanizmoéw ich dziatania w komorkach docelowych. Zainteresowanie powyzsza tematyka
badawcza, ktora jest obecnie niezwykle aktualna, wynika z odkrycia kluczowego znaczenia tych
matych pecherzykow zewnatrzkomodrkowych w komunikacji migdzykomorkowej oraz modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej. Chociaz termin ,.exosome” zostal po raz pierwszy zaproponowany
przez Tramsa juz w 1981 roku, to dopiero w ostatnich latach mozna obserwowac bardzo duze
zainteresowanie tymi strukturami. Na podstawie zestawienia danych z bazy PubMed wynika, ze w
ciagu 30 lat (1981-2011) opublikowano okoto 650 prac na temat egzosomow. Natomiast, w trakcie
ostatnich 5 lat pojawilo si¢ prawie 4.5 tysiaca prac o tej tematyce. Uzasadnione zainteresowanie
egzosomami wynika z wykazania ich udzialu w rozwoju niektorych choréb neurodegeneracyjnych
i nowotworowych, szczegdlnie poprzez ksztaltowanie mikrosrodowiska guza. W zwiazku z tym, jak
najbardziej zasadnym jest opracowanie wiarygodnej metody izolacji egzosomow oraz poznanie ich
sktadu biatkowego w celu poznania mechanizméw ich dziatania.
Publikacja IV - Abramowicz A, Widlak P, Pietrowska M. Proteomic analysis of exosomal cargo:
the challenge of high purity vesicle isolation. Mol Biosyst. 2016. 12(5):1407-19.

Zagadnienia zwigzane z problematyka izolacji egzosoméw oraz przygotowaniem probek do
analiz proteomicznych zostaly przedstawione przez Doktorantke w przegladowej Publikacji V.
Publikacja ta obejmuje poréwnanie metod izolacji pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem ich potencjalnego wpltywu na wynik analizy spektrometrycznej oraz
zestawienie réznych strategii przygotowania probek bezposrednio do analizy proteomiczne;j.
Doktorantka omawia w niej stosowane obecnie strategie izolacji egzosomow, znacznie roznigce sig
pod wzgledem metodyki i wydajnosci. Dynamiczny wzrost liczby publikacji naukowych dotyczacych
pecherzykow zewnatrzkomorkowych znacznie utrudnia wypracowanie jednolitej metodyki
prowadzenia badan w tej dziedzinie. Tymczasem zar6wno wlasciwosci materiatu zrodtowego, proces
jego wstepnej obrobki, jak i wybor konkretnej metody izolacji, niesie ze soba istotne konsekwencije
ilosciowe i jakosciowe dla przygotowywanych probek i bezposrednio wplywa na wynik koncowy
analiz. Doktorantka zwraca uwage w ww. publikacji na rol¢ przeznaczenia izolowanych probek przy

wyborze procedury pozyskiwania egzosoméw do badan oraz na ograniczenia zwigzane z badaniami
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egzosomow. Wskazuje migdzy innymi na problemy wynikajace z niewielkiej ilo$¢ materiatu
badawczego oraz obecno$é¢ znacznych iloci zanieczyszczen probki, wynikajacych zaréwno z
wieloetapowej procedury izolacji (egzogenne zanieczyszczenia chemiczne, polimery, wysokie
stezenia soli), jak i z obecnosci duzej ilosci biatek izolowanych wraz z pecherzykami (endogenne
zanieczyszczenia biologiczne, szczegdlnie biatkami surowicy). Publikacja ta w zgrabny sposdb
uzasadnia wybrany przez Doktorantke przedmiot badan wilasnych i stanowi bardzo dobre
wprowadzenie do prac eksperymentalnych, zwiazanych z opracowaniem metodyki przygotowania
egzosomow pozyskiwanych z pozywki hodowlanej w warunkach in vitro, pozwalajacej na uzyskanie
odpowiednich jakosciowo i ilosciowo preparatéw do wykonania analizy spektrometrycznej biatek
egzosomalnych.

Publikacja I - Abramowicz i wsp.: Different types of cellular stress affect the proteome
composition of small extracellular vesicles: a mini review. Proteomes. 2019.7(2): E23.

Kolejna publikacja tworzaca cykl prac wprowadza czytelnika w zagadnienia dotyczace badan
proteomicznych, poswigeconych zmianom skfadu biatkowego egzosoméw uwalnianych przez komérki
znajdujace si¢ pod wptywem réznych czynnikéw stresu komorkowego. Doktorantka ujeta w pracy
doniesienia dotyczace dzialania szoku cieplnego, hipoksji, stresu oksydacyjnego, czynnikéw
genotoksycznych czy niedoboru skfadnikéw odzywcezych oraz potencjalnych konsekwencji tych zmian
dla komorek docelowych. Doktorantka przedstawila réwniez doniesienia wskazujace na to, ze
uwalniane egzosomy mogg indukowaé w komorkach niestymulowanych aktywacje S$ciezek
sygnatowych bezposrednio zwigzanych z odpowiedzig na dany czynnik, moga prowadzi¢ do
stymulacji proliferacji i migracji komorek docelowych czy wspierania procesu angiogenezy i
modelowania macierzy zewnagtrzkomoérkowej. Pomimo intensywnych badan, wnoszacych istotny
wklad w poznanie egzosoméw, kwestia wplywu czynnikéw stresowych na sktad biatkowy
€gzosomow pozostaje wciaz zagadnieniem wzglednie stabo poznanym. Publikacja ta stanowi bardzo
dobre wprowadzenie do prac eksperymentalnych, zwigzanych z analiza proteomiczna egzosomow
uwalnianych  zkomoérek —plaskonablonkowego raka regionu glowy i szyi traktowanych
promieniowaniem jonizujacym.

Publikacja III - Abramowicz i wsp.: Harmonization of exosome isolation from culture
supernatants for optimized proteomics analysis. PLoS One. 2018. 13(10):e0205496.

W dalszej czesci rozprawy doktorskiej przedstawiono pracg oryginalna, poswigcong
optymalizacji protokotu przygotowania probek egzosoméw, poczawszy od zapewnienia odpowiednich
warunkéw hodowli komérkowej, przez oczyszczanie probki z bialek niespecyficznie zwigzanych
z izolowanymi egzosomami, po zastosowanie roznych metod uwalniania bialek egzosomalnych z
przeznaczeniem do analizy spektrometrycznej. Modelem badawczym w prezentowanej pracy byly
ustalone linie komorek plaskonablonkowego raka regionu glowy i szyi. Pierwszy etap badan,
poswigcony opracowaniu procedury pozyskiwania i przygotowania egzosoméw do analiz

proteomicznych, rozpoczat sie od zbadania potencjalnego wplywu warunkéw prowadzenia
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eksperymentow na wyniki analizy proteomicznej egzosomow. Doktorantka stwierdzila, ze
krytycznym czynnikiem byla plodowa surowica bydleca, ktéra jest jednym z powszechnie
wykorzystywanych suplementéw w hodowli komorek in vitro, warunkujacych ich prawidlowy wzrost
i podziaty. W zwigzku z tym, w dalszych badaniach Doktorantka przeanalizowata wptyw catkowitego
wyeliminowania tego sktadnika z pozywki hodowlanej. W zwiazku z istotng redukcja zywotnosci
komoérek w warunkach catkowitego niedoboru surowicy we wszystkich siedmiu liniach
komorkowych, Doktorantka podjeta uzasadniona decyzje o zachowaniu suplementacji, jednak przy
zastosowaniu najnizszej mozliwej dawki, gwarantujacej niezmieniong zywotnos¢ komorek w
zalozonym  czasie.  Nastepnie, Doktorantka podjeta  probe  usunigcia  pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych pochodzenia odzwierzgcego z materialu badawczego. Uzyskane wyniki
wykazaly wzglednie niska efektywnos¢ oczyszczania przez ultrawirowanie, przy jednoczesnym braku
obecnosci pecherzykéw w komercyjnym produkcie firmy Gibco.

W kolejnym etapie prac Doktorantka dokonala oceny przydatnosci wykorzystania
chromatografii wykluczania w przygotowaniu probek egzosoméw do badan technikami spektrometrii
masowej. Frakcje uzyskiwane w wyniku rozdzielenia chromatograficznego zostaty ocenione pod
wzgledem obecnosci biatek markerowych dla egzosomdéw. Na tej podstawie wyciagneta wniosek o
skutecznej separacji pgcherzykow zewnatrzkomorkowych obecnych w poczatkowych frakcjach od
bialek uwalnianych z kolumny w poézniejszych frakcjach. Doktorantka wykazala, ze zastosowanie
metody chromatografii wykluczania pozwolilo na istotng redukcje ilosci bialek surowiczych
w probkach zawierajacych egzosomy, cho¢ ich catkowite wyeliminowanie nie bylo mozliwe.
Poniewaz obecnos¢ bialek pochodzenia odzwierzgcego w probkach egzosoméw izolowanych
w warunkach in vitro powoduje koniecznos¢ oceny ich potencjalnego wpltywu na uzyskiwane wyniki
analiz proteomicznych egzosomow oraz opracowania sposobu ograniczenia tego wplywu na etapie
analizy danych, Doktorantka poréwnala liste biatek zidentyfikowanych w probce pozyskanej z
pozywki nie majacej kontaktu zkomorkami zlista 100 najczesciej identyfikowanych biatek
egzosomalnych (wg. bazy ExoCarta). Pozwolito to na okreslenie 8 bialek, ktorych obecnos¢ byta w
rzeczywistosci niezwigzana z obecnoscig egzosomow. Ponadto, Doktorantka wykazata nieskutecznos¢
zaostrzenia kryteriow przeszukiwania baz danych sekwencji biatkowych do zbiorow sekwencji biatek
ludzkich w celu wyeliminowania wptywu bialek bydlgcych na koncowy rezultat analiz, wynikajaca z
wysokiego podobienstwa sekwencji aminokwasowych niektorych biatek ludzkich i bydlecych. W
dalszej czesci pracy Doktorantka poréwnata rézne strategie przygotowania probek egzosomow
bezposrednio do analiz spektrometrycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka
stwierdzita, ze ultradzwigki okazaly si¢ najmniej efektywne w uwalnianiu bialek egzosomalnych,
natomiast traktowanie acetonitrylem pozwolito na zidentyfikowanie najwigkszej liczby biatek, chociaz
mrozenie/rozmrazanie oraz traktowanie detergentem nie wykazywaly pod tym wzgledem roznic
istotnych statystycznie. W wyniku przeprowadzonych badan optymalizacyjnych Doktorantka

zaproponowata  schemat  postgpowania ~w  badaniach  proteomicznych  pecherzykow
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zewnatrzkomorkowych, obejmujacy etapy hodowli komérkowej, izolacji oraz trawienia i analizy
danych.

Publikacja II - Abramowicz i wsp.: Ionizing radiation affects the composition of the proteome of
extracellular vesicles released by head-and-neck cancer cells in vitro. J Radiat Res. 2019.
60(3):289-297.

Bardzo ciekawym aspektem rozprawy doktorskiej byla analiza proteomiczna €gZ0somow
uwalnianych z komoérek plaskonablonkowego raka regionu glowy i szyi traktowanych réznymi
dawkami promieniowania jonizujacego. Doktorantka wykonata seri¢ eksperymentow z uzyciem linii
plaskonablonkowego raka regionu glowy i szyi UM-SCC6. Komérki poddano dziataniu
promieniowania jonizujacego w dawkach 2, 4 oraz 8 Gy a nastgpnie po uptywie 24 godzin zebrano
pozywke hodowlana, ktéra procedowano zgodnie z opracowanym wczesniej protokotem. Otrzymana
populacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych zostata scharakteryzowana przy uzyciu mikroskopii
elektronowej, metody dynamicznego rozpraszania $wiatta oraz Western blot. Nastepnie biatka zostaty
uwolnione ze struktury pecherzykowej dziataniem silnego detergentu jonowego w wysokiej
temperaturze. Tak uzyskana mieszanina biatkowa zostala zidentyfikowana przez Doktorantke
spektrometrycznie metoda ..shotgun”. Biatka egzosomalne zostaly poddane dzialaniu trypsyny, a
nastepnie rozdzielone chromatograficznie i analizowane w spektrometrze masowym sprzezonym z
chromatografem cieczowym. W wyniku tej analizy Doktorantka zidentyfikowata biatka kodowane
przez ponad 1200 réznych genéw. W ocenie ilosciowej ponad 400 z nich wykazywalo istotnie
zwiekszony, a blisko 50 z nich istotnie zmniejszony poziom w egzosomach uwalnianych po stymulacji
promieniowaniem, w poréwnaniu ze skladem pecherzykéw zkomorek niestymulowanych. Co
ciekawe, poziom zadnego ze zidentyfikowanych bialek nie ujawnial wyraznej zaleznosci od
zastosowanej dawki. Analiza funkcjonalna pokazata, ze posrod biatek, ktorych ilos¢ istotnie wzrastata
w probkach egzosomow po promieniowaniu byly biatka zaangazowane w odpowiedz komorek na
promieniowanie, metabolizm wolnych rodnikéw tlenowych, a takze bezposrednio bioracych udziat w

naprawie DNA, co moze wskazywac ich potencjalng funkcje w komorkach docelowych.

Podsumowanie

Reasumujac, w opinii recenzenta cel pracy zostat sprecyzowany jasno i konkretnie. Tres¢ zalozen i
rozumowan jest jednoznaczna. Metody badan zostaly poprawnie dobrane. Wyniki pracy sa spojne,
wzbudzaja wysoki stopien zaufania czytelnika i poszerzaja w istotny sposb wiedz¢ na temat zalet i
wad stosowania spektrometrii mas w badaniach egzosoméw. Dyskusja wiasnych wynikow badan
prowadzona jest w sposéb dowodzacy doskonatej znajomosci nie tylko pismiennictwa, a takze wiedzy
ogblnej z zakresu pracy i dowodzi odwagi Autora w formufowaniu wiasnych wnioskow, a takze
zdolnosci logicznego i syntetycznego myslenia. W opinii recenzenta uzyskane wyniki sa nowatorskie i
stanowia niezwykle istotny wkiad do osiagni¢¢ naukowych w Polsce i na swiecie. Opracowanie

metody izolacji egzosoméw przez Doktorantke oraz charakterystyka skiadu biatkowego pecherzykow
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zewnatrzkomérkowych moze znaczaco przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia ich roli W organizmie.
Natomiast wykazanie istotnej zmiany skladu bialkowego egzosoméw po stymulacji czynnikiem
genotoksycznym (promieniowaniem Jonizujacym), otwiera nowy rozdzial nie tylko w badaniach
podstawowych nad komunikacja mig¢dzykomorkowa, ale réwniez w badaniach translacyjnych nad
mechanizmem nabywania opornosci na terapie antynowotworowe. Przedstawione wnioski i zalecenia
moga by¢ zastosowane nie tylko w warunkach badan in vitro, ale réwniez w badaniach
przedklinicznych i klinicznych €gzosomow izolowanych z ptynéw ustrojowych, takich jak surowica
czy osocze. Biorgc powyzsze pod uwage, ciekawig mnie plany naukowe Doktorantki. Oceniajac
calos¢ recenzowanej rozprawy nalezy uznaé, iz jest ona $wiadectwem ogromnej pracowitosci
Doktorantki i bardzo dobrej znajomosci podjetego tematu. Zawartosé merytoryczna rozprawy, ktéra
zostata opublikowana w recenzowanych czasopismach, $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej,
doskonatym warsztacie badawczym i w pelni uzasadniaja ubieganie si¢ o stopien doktora. Whioskuje

zatem o dopuszczenie Pani mgr Agaty Abramowicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na szeroki zakres prac doswiadczalnych, ich interdyscyplinarnos¢, wysoki poziom naukowy,
nowatorski charakter i kluczowy wplyw na rozwdj nauki oraz wartosé praktyczng, wnioskuje o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Abramowicz.
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