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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Smolarza
pt. ,,Scharakteryzowanie sktadu molekularnego egzosomoéw obecnych w surowicy krwi pacjentéw z
wczesnym rakiem ptuca”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Widtaka w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii
Nowotwordéw Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

Celem przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej byta weryfikacja hipotezy, ze profil
mikroRNA i sktad lipidow egzosomodw obecnych w surowicy krwi pacjentéw we wczesnym stadium raka
ptuca moze sta¢ sie podstawg nowej metody diagnostycznej wspierajgcej wczesne wykrywanie tego
nowotworu. Podjeta tematyka badan jest wazna poznawczo i niezwykle istotna klinicznie, poniewaz
wcigz brak wczesnych, a przy tym matoinwazyjnych biomarkeréw raka ptuca, mimo wielu poszukiwan
takich biomarkerow w réznych ptynach ustrojowych. Jedyng stosowang obecnie metodg przesiewowg
wykrywania raka ptuca jest niskodawkowa tomografia komputerowa. Metoda ta umozliwia wczesne
wykrycie zmian u 20-40% badanych oséb, jednak ryzyko wyniku fatszywie pozytywnego wynosi az pond
90%, co skutkuje koniecznoscig prowadzenia dalszej diagnostyki kosztownymi metodami inwazyjnymi,
takimi jak biopsja czy bronchoskopia. W konsekwencji prowadzi to do péznego wykrywania raka ptuca,
ktory obecnie jest jedng z czestszych przyczyn zgondw z powodu nowotwordw ztosliwych.

Przestanki do podjecia badan opisanych w niniejszej dysertacji obejmujgcych profilowanie
wybranych mikroRNA (miRNA) i lipidow w egzosomach, sg bardzo przekonujgce. Niekodujace, krétkie
czgsteczki miRNA regulujg poziom transkryptow wiekszosci gendw u cztowieka w procesie interferencji,
powodujgc zahamowanie translacji lub degradacje docelowego mRNA. Jako regulatory sygnalizacji
wewnatrzkomdrkowej, miRNA s zaangazowane w patomechanizmy wielu choréb, w tym choréb
nowotworowych, a takze sg badane jako obiecujgce nowe punkty uchwytu lekéw i potencjalne
biomarkery. Obiecujgcym kierunkiem badan jest zwtaszcza profilowanie egzosomdéw obecnych w
surowicy lub osoczu krwi. Wiadomo, ze miRNA moga by¢ wydzielane pozakomdérkowo w egzosomach i
transportowane we krwi do komérek-biorcow. Co wiecej, w chorobach nowotworowych
zaobserwowano zwiekszenie wydzielania egzosoméw i wzrost ich liczby w surowicy krwi. Jednak
podstawowg trudnoscig w identyfikacji patologicznego podpisu molekularnego biatek, miRNA Iub
lipiddw w egzosomach jest niedobdér odpowiednio wydajnych, wystandaryzowanych metod izolacji
egzosomow z surowicy i brak standaryzacji i wiarogodnej normalizacji oznaczeh miRNA. Niewiele badan
wykonano takze nad sktadem metabolitéw egzosoméw surowicy w raku ptuca. Te wyzwania zostaty
podjete w ocenianej rozprawie. Mimo, ze autorowi nie udato sie zweryfikowaé wczesnych biomarkeréw
raka ptuca w postaci wytypowanych 12 miRNA i typow lipidéow w uzyskanych frakcjach wzbogaconych w
egzosomy, wyniki tych badan dostarczajg wielu cennych informacji i stanowig znaczgcy wkfad na drodze
do wczesnej diagnostyki wielu choréb w oparciu o profilowanie miRNA i metabolomu egzosomoéw.
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Ocena formalna rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujgcymi zasadami dotyczgcymi prac doktorskich,
ktore nie sg zbiorem opublikowanych artykutéw. Dysertacja liczy 110 stron i ma klasyczny uktad. Po
spisie tresci zamieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétéw oraz
wstep (26 stron), w ktérym zawarto dobrze wyselekcjonowane informacje naukowe, podane w
odpowiedniej kolejnosci, a takze zilustrowane trzema przejrzystymi rycinami i czterema tabelami. Opis
materiatéw i metod (17 stron) jest zwiezty, a zarazem kompletny i szczegétowy na tyle, aby umozliwic
powtdrzenie wszystkich eksperymentéw. Gtdwng czes$¢ rozprawy stanowi opis wynikow przedstawiony
na 32 stronach i, co cenne, zakonczony podsumowaniem w punktach. Dyskusja zajmuje 7 stron, zawiera
jedna rycine i podsumowanie w formie wnioskdw koncowych. Spis pismiennictwa zawiera 177 pozycji.
Publikacje zostaty wtasciwie wyselekcjonowane, w tym uwzgledniono prace z ostatnich pieciu lat. Na
kofcu zamieszczono liste 3 artykutdw opublikowanych w czasopismach z listy JCR i jednej
polskojezycznej monografii, w ktérych doktorant jest pierwszym autorem, a ktére majg zwigzek z
dysertacja.

Proporcja poszczegdlnych czesci pracy jest odpowiednia. Rozprawa ma przejrzystg konstrukcje i
w syntetyczny sposob dostarcza wszystkich informacji pozwalajgcych na ocene oryginalnosci i istotnosci
rozwigzanego problemu naukowego, ogdlnej wiedzy doktoranta w uprawianej dziedzinie naukowej i
umiejetnosci prowadzenia badan naukowych. Praca napisana jest w sposdb bardzo zwiezty, zarazem w
sposéb przejrzysty i ciekawy.

Ocena merytoryczna rozprawy i uwagi

We Wstepie Autor oméwit dane epidemiologiczne i czynniki etiologiczne raka ptuca, obecnie
stosowang metodyke wczesnego wykrywania raka ptuca oraz dotychczasowe wyniki poszukiwania
biomarkeréw tego nowotworu we krwi wsréd molekut z réznych klas. Nastepnie dokonat przegladu
wiedzy na temat biogenezy i funkcji miRNA oraz potencjatu czgsteczek miRNA obecnych w osoczu lub
surowicy krwi jako biomarkeréw procesu nowotworzenia. Zestawienie danych literaturowych
obejmujacych panele miRNA zidentyfikowanch dotychczas jako podpis molekularny raka ptuc przez
rézne grupy badaczy wykazato niskg powtarzalnos¢ tych badan.

Druga czes¢ Wstepu poswiecona jest budowie, biogenezie i potencjalnej roli diagnostycznej
lipidédw w raku ptuca. W trzeciej czesci autor skupia sie na zawierajgcych zaréwno biatka, jak lipidy i
miRNA egzosomach w surowicy krwi. Omawiana jest klasyfikacja, biogeneza, funkcje i rézne metody
izolacji egzosomdéw, a takie potencjat diagnostyczny w raku ptuca réinych klas proponowanych
biomarkeréw obecnych w egzosomach. Cennym wynikiem tego przegladu jest wytonienie powtarzalnie
zidentyfikowanych egzosomalnych miRNA, a takie egzosomalnych lipiddw o potencjale
biomarkerowym. Wstep bardzo dobrze uzasadnia podjete badania. Zatozenia i cele badan
przedstawiono przejrzyscie, w tym optymalizacje metody izolacji egzosomdw z surowicy i poszukiwanie
biomarkerdw raka ptuc poprzez profilowanie wybranych miRNA i lipidow w egzosomach.

Do Wstepu mam jednak kilka uwag krytycznych:
1. Na str. 14 znajdujemy stwierdzenie, ze miRNA s3g ,odpowiedzialne za regulacje ekspresji genow
docelowych”. Jest to stwierdzenie nieprecyzyjne, gdyz jak wiadomo czasteczki miRNA nie regulujg
bezposrednio ekspresji gendw, lecz poziom transkryptow; jest to epigenetyczna regulacja na poziomie
potranslacyjnym. Konsekwentnie tez powinnismy méwic o ,docelowych transkryptach”, czy miRNA
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celujgcych w transkrypty gendw, nie zas o docelowych genach czy miRNA celujacych w geny (np. tekst
str. 16).

2. Opis biogenezy miRNA i zjawiska interferencji jest bardzo ogdlny i m.in. nie zawiera informacji o
represji translacji przez miRNA czy niekanonicznych szlakach biogenezy. Bytoby wskazane, aby w
rozdziale tym uwzgledni¢ jedng z najbardziej fundamentalnych w tej dziedzinie prac przegladowych,
takich jak np. publikacja D. Bartela ,,Metazoan microRNAs” opublikowana w renomowanym czasopismie
Cell w 2018 r. (doi: 10.1016/j.cell.2018.03.006).

3. Kazda ni¢ dupleksu miRNA (guide and passenger) posiada unikalng sekwencje ,seed” definiujgca
specyficznos¢ nici wobec jej docelowych transkryptéw; poszczegdlne nici duplexu identyfikowane sg
jako -3p, -5p i regulujg odmienne transkrypty. Ta identyfikacja specyficznych nici nie zostata podana dla
wielu miRNA, ktérych docelowe transkrypty i funkcje omdéwiono.

Warsztat metodologiczny pracy obejmuje szeroka game réznorodnych technik biologii
molekularnej, biochemii i zaawansowanej analizy statystycznej. Doceni¢ nalezy przemyslane
zastosowanie cennego materiatu klinicznego zebranego uprzednio w wyniku realizacji badania
przesiewowego MOLTEST-BIS przez Gdanski Uniwersytet Medyczny, obejmujgcego prébki surowicy krwi
od 80 oséb zdrowych, 80 uczestnikdw ze zdiagnozowanymi tagodnymi guzkami ptuc, a takze 80
pacjentéw w rdéznych stadiach raka ptuc. Charakterystyke grup przedstawiono w usystematyzowany
sposob.

Dobor metod i narzedzi badawczych jest odpowiedni dla realizacji celu projektu, pozwalajac na
izolowanie frakcji egzosomoéw z niewielkiej objetosci surowicy krwi i prowadzenie precyzyjnych badan
nad sktadem miRNA i lipidéw. Na uwage zastuguje staranna weryfikacja obecnosci egzosomoéw w
wyizolowanych frakcjach z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej, pomiaru
dynamicznego rozpraszania $wiatfa i biatkowych biomarkeréw subfrakcji komdérkowych wykrywanych
metodg immunoblottingu, a takze droga wyboru frakcji odpowiednio dla profilowania miRNA i
metabolomu poprzez profilowanie szerokiego panelu 96 miRNA i ocene zawartosci gtéwnych klas
lipidéw. W kontekscie ogdlnych trudnosci metodycznych uzyskiwania homogennej frakcji pecherzykéw
egzosomalnych, a takze ograniczen zastosowanej metody chromatografii zelowej, zgadzam sie w petni z
przyjeta przez autora terminologia ,frakcja wzbogacona w egzosomy” w odniesieniu do uzyskanych
frakcji (w skrocie ,frakcja egzosomalna”).

Mam kilka uwagi krytycznych i pytan dotyczgcych pozostatych metod i przedstawienia wynikdéw,
gtdwnie w zakresie profilowania wybranych typéw miRNA metodg iloSciowg RT-qPCR.

1. Chociaz bardzo doceniam zastosowanie 4 podej$s¢ metodycznych do normalizacji danych, zadna z tych
metod nie jest optymalna, ale obarczona pewnymi ograniczeniami. W dysertacji zabrakto dyskusji wad i
zalet kazdej z tych metod oraz préby oceny ich wiarygodnosci i przydatnosci w kontekscie prowadzonych
badan.

2. Ciekawym podejsciem do normalizacji byta analiza proporcji poziomu dwdch réinych miRNA w
egzosomach w tej samej prébce wedtug zasady ,kazdy z kazdym”. Dlaczego w tej analizie zastosowano
iloraz Cq dwdch miRNA, a nie réznice tych Cq (deltaCq)? Standardowo w analizach RT-gPCR stosuje sie
wartosci deltaCq, poniewaz w odniesieniu do stezen czgsteczek iloraz Cq niedostatecznie uwzglednia te
réznice.
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3. Na wykresach pudetkowych w Wynikach, zaréwno dotyczacych analizy miRNA jak i lipidéw,
zaznaczono krzyzykami wartosci odstajgce. Jakie byty przyjete a priori kryteria okreslenia wartosci
odstajacych?

4. Opisy rycin zawierajgcych wykresy pudetkowe w Wynikach sg zbyt lakoniczne i nie zawierajg
podstawowych informacji, jak te wyniki uzyskano. Istnieje zasada, ze rycina wraz z podpisem powinna
stanowi¢ samodzielng catos¢, zrozumiata bez odwotywania sie do innych czesci dysertacji.

5. Niezwykle istotnymi elementami profilowania miRNA, uwzglednionymi w dysertacji, jest zastosowanie
odpowiednich kontroli weryfikacji jakosci badanych prébek, umozliwiajgcych zakwalifikowanie préobki do
analizy na podstawie wewnetrznych kontroli hemolizy, kontroli wydajnosci izolowania RNA i wydajnosci
reakcji odwrotnej transkrypcji. Poziom hemolizy w probkach wykrywano poprzez badanie réznicy
deltaCqg dla 2 miRNA (miR23a-3p i miR-451); jest to znana metoda, jednak szkoda, ze nie poréwnano
tych wynikéw z badaniem metodg pomiaru absorbcji przy dtugosci fali 414 nm.

6. Dyskusje mozna bytoby rozszerzyé o analize przyczyn trudnosci w wiarygodnym i powtarzalnym
pomiarze i normalizacji poziomu miRNA w egzosomach z surowicy krwi, co skutkuje niespdjnymi
wynikami réznych badan.

Uwagi edycyjne i jezykowe.

Praca przygotowana jest bardzo starannie, autor postuguje sie na ogét poprawnym, naukowym
jezykiem, a btedy edycyjne i jezykowe sg bardzo nieliczne. Z obowigzku recenzenta musze jednak
wskazac nastepujgce drobne uchybienia.

1. Materiaty i metody: metoda to Western blotting lub immunoblotting, nie ,Western blot”

2. Innym czestym btedem w rozprawach doktorskich jest termin ,izolacja RNA” — powinno by¢ raczej
izolowanie RNA (proces), nie izolacja (np. izolacja spoteczna)

3. Okreslenie ,,poréwnanie ekspresji miRNA miedzy grupami” w odniesieniu do miRNA w egzosomach
wydaje sie niewtasciwe, poniewaz miRNA nie ulega ekspresji w egzosomach; chodzi w istocie o
poréwnanie ,,poziomu miRNA” badz ,,zawartosci” czy , liczby czgsteczek miRNA” w egzosomach.

Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, ktérych celem jest gtéwnie zacheta do dalszej dyskusji, wysoko
oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. W pracy podjeto istotne poznawczo i ztozone zagadnienia
naukowe. Zrealizowano je poprzez szeroko zakrojone, rzetelnie i konsekwentnie poprowadzone
badania, ktére doprowadzity do sformutowania waznych konkluzji. Uzyskane wyniki majg w wiekszosci
nowatorski, oryginalny charakter. Co wazne, rezultaty badan inspirujg do formutowania kolejnych pytan,
odkrywajg zatem nowe horyzonty poznawcze. Mimo braku potwierdzenia wyjsciowej hipotezy i
identyfikacji wczesnych biomarkerdw raka ptuca, autor uzyskat jednak cenne nowe dane wskazujace na
potencjat biomarkerowy niektérych z badanych lipidéw i 2 onkomiréw w raku ptuca, zwtaszcza w
réznicowaniu stopnia zaawansowania nowotworu.

Dysertacja cechuje sie bardzo dobrg organizacjg obszernego materiatu, a takze sprawnoscia
przedstawienia i omowienia wynikow i ich dyskusji w Swietle istniejgcej literatury. Autor podjat sie
zadania wymagajgcego metodycznie. Pragne podkresli¢c precyzyjne zaplanowanie i przeprowadzenie
doswiadczen wraz z odpowiednimi kontrolami. Analiza i dyskusja uzyskanych danych dowodzi, ze
doktorant potrafi nie tylko zastosowa¢ odpowiednie techniki do wykonania badan, ale takze prawidtowo
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zinterpretowaé wyniki, poréwnaé z danymi eksperymentalnymi uzyskanymi w innych badaniach oraz
wskaza¢ prawdopodobne przyczyny niepowodzenia. Lektura dysertacji nie pozostawia watpliwosci, ze
pan Mateusz Smolarz osiggnat duzg sprawnos$¢ eksperymentalng oraz zdobyt rozlegta wiedze i
umiejetnos¢ krytycznej analizy danych, co zapewnia mu swobode w podejmowaniu wymagajacych
wyzwan naukowych i umozliwia prowadzenie samodzielnych badan.

Stwierdzam, ze rozprawa spetfnia wszystkie warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. oraz w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Z petnym przekonaniem sktadam zatem do
Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie - Paistwowego Instytutu
Badawczego wniosek o przyjecie rozprawy i nadanie autorowi stopnia naukowego doktora. Ze wzgledu
na wysoki poziom naukowy przedstawionej rozprawy doktorskiej i wage podjetej tematyki wnioskuje
jednoczesnie o jej wyrdznienie.
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