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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Smolarza pt. .Scharakteryzowanie skladu moleku-

larnego egzosomow obecnych w surowicy Krwi pacjentow z wezesnym rakiem pluca®™

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Widlaka w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow, Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Skiodowskiej-Curie, Panstwowy Instytut Badawczy, Oddzial w Gliwicach

Rak pluca jest drugim. po raku prostaty, najczesciej diagnozowanym nowotworem u mezezyzn
oraz drugim, po raku piersi. nowotworem u kobiet. Wedhug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia, rak
pluca od lat stanowi pierwszg co do czgstosci przyczyne zgonow z powodu choroby nowotworowej na
swiecie. Mimo znacznego postepu jaki dokonal si¢ w ciagu ostatnich lat w zakresie precyzyjnej diagno-
styki nowotworow oraz nowych, czgsto celowanych strategii terapeutycznych, efekty leczenia raka
pluca s wcigz dalekie od oczekiwan. Nic wiec dziwnego, ze nowotwdr ten jest przedmiotem intensyw-
nych badan, zardwno w aspekcie jego diagnostyki. jak i terapii. Na tym tle, w przedstawionej do recenzji
rozprawie doktorskiej mgr Mateusz Smolarz podjat si¢ trudnego zadania oceny profilu molekularnego
egzosomow surowicy krwi pacjentéw z wezesnym rakiem pluca w aspekcie identyfikacji lipidow i
miRNA, potencjalnie roznicujacych pacjentow od osob zdrowych. Wybor takiej tematyki badawczej
Jest ze wszech miar uzasadniony, albowiem egzosomy lub szerzej pecherzyki zewnatrzkomorkowe, sa
obecnie przedmiotem intensywnych badan pod katem ich wykorzystania jako biomarkerow roznych
chor6b, zwlaszeza nowotworowych. Ich dostepnosé w formie -ptynnej biopsji” z réznych ptynow ustro-
Jowych, stanowi¢ moze bardzo dogodne zrodio materiatu diagnostycznego do wykrywania i charakte-
rystyki rozwijajacego si¢ nowotworu, a takze monitorowania efektow leczenia. Istotnym aspektem, do-
datkowo podnoszacym range przedmiotowych badan, bylo uzyskanie funduszy na ich realizacj¢ w ra-
mach grantu OPUS z Narodowego Centrum Nauki,

Rozprawa posiada uktad typowy dla prac doswiadczalnych, poprzedza ja streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, a zamyka wykaz publikacji, w tym prac oryginalnych, zwigzanych z tematem
rozprawy.

W obszernym ,Wstgpie™ Autor wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badan, po-
czynajac od epidemiologii raka ptuca. Kolejno omawia jego klasyfikacje kliniczng i czynniki etiolo-
giczne. diagnostyke stuzaca jego wezesnej wykrywalnosci, konczac na przedstawieniu potencjalnych
biomarkeréw tego nowotworu, w tym rowniez opartych na miRNA czy zmianie profilu lipidowego w
tkankach i ptynach ustrojowych chorych. W tym kontekscie Autor odnosi si¢ tez do aktualnych badan
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Klinicznych, ktorych celem jest weryfikacja, glownie roznych rodzajow miRNA, pod katem ich
przydatnosci w Klinice. W dalszej cz¢sci Autor plynne przechodzi do aspektow dotyczacych samych
egzosomow, a wiasciwie pecherzykow zewnatrzkomorkowych, obejmujacych rowniez egzosomy.
Doktorant stusznie zwraca tu uwage na réznice migdzy tymi dwoma pojeciami, powolujac si¢ na
ostatnie rekomendacje MISEV2018. Swiadczy to o Jego gl¢bokiej znajomosci tejproblematyki
badawczej. W tej czesci Wstgpu™ Doktorant szczegdlowo opisuje mechanizmy komérkowe
powstawania egzosomow, wskazuje na osocze i surowice krwi, jako glowne zrodla ich pozyskiwania
do badan. przedstawia metody ich izolacji. Na koniec, podnosi rol¢ egzosoméw w rozwoju raka phuca
oraz podkresla ich potencjalne znaczenie w diagnostyce tego nowotworu. Napisanie calej tej czesci
rozprawy wymagalo od Autora duzo wysitku, gdyz dotyczylo réznorodnych zagadnien, ktorych
ztozenie w logiczng calos¢ nie bylo latwe. Doktorant wywigzal si¢ z tego zadania znakomicie, a caly
ten rozdzial posiada wysoce edukacyjny charakter.

Zalozenia i cel pracy zostaly jasno i logicznic sformufowane w kontekscie swiatowego
pismiennictwa z tego tematu.

Kolejna cz¢s¢ pracy to Materialy i metody™. W rozprawie wykorzystano probki surowicy
zgromadzone w trakcie badania przesiewowego, wykorzystujacego nisko dawkowana tomografie
komputerowg do wczesnej diagnostyki raka pluca, realizowanego w latach 2016-2018 przez zespol
badaczy z Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Doktorant szczegélowo przedstawil tu grupy
badane, obejmujace chorych z rakiem pluca, zdrowych ze zdiagnozowanymi fagodnymi guzkami phuc
oraz grupg kontrolng osob zdrowych, bez zmian radiologicznych w plucach, wszystkie dobrane pod
wzgledem liczebnosci, plci i wieku. Przedstawione dalej procedury laboratoryjne zostaty wilasciwie
dobrane i szczegolowo opisane. Obejmujg one m.in. zaawansowane techniki biologii molekularnej i
spektrometrii mas. Uwage zwraca szeroki zakres metod stosowanych do charakterystyki uzyskanych
egzosomow, obejmujacy techniki fizyczne (DLS), biochemiczne (Western blot) i mikroskopowe
(TEM). Na uznanie zaslugujg rowniez precyzyjnie opisane metody obliczeniowe i statystyczne,
dostosowane do odpowiednich technik badawczych.

Rozdziat . Wyniki” Doktorant rozpoczyna od charakterystyki jakosciowej egzosomoéw
izolowanych metoda chromatografii wykluczenia na kolumnach z sefaroza, ze szczegélnym
uwzglednieniem oceny ich rozktadu wielkosci oraz obecnosci bialek markerowych. Nastepnie Autor
dokonal oceny ekspresji profilu miRNA i metabolitow w dwoch frakcjach egzosomow uzyskanych z
surowicy 0sob zdrowych réznej plci, polaczonych w obrebie frakcji. Takie podejscie metodyczne
pozwolito na zoptymalizowanie ilosci RNA do syntezy ¢DNA i wyeliminowanie z dalszego etapu
badan parametrow metabolicznych, wystgpujacych w egzosomach ponizej progu detekcji. W
odniesieniu do tego fragmentu rozprawy mam kosmetyczna uwage. W opinii recenzenta ilosé RNA
powinna by¢ wyrazona jako stgzenie w ng/ml, a nie w jednostkach objgtosci, co w duzym stopniu
ogranicza powtarzalnos¢ uzyskanych wynikéw. Wyjasnienia wymaga rowniez uzycie do profilowania
miRNA zestawu dedykowanego dla materiatu izolowanego z plynu moézgowo-rdzeniowego lub
moczu, podczas gdy w przedmiotowych badaniach egzosomy pochodzity z surowicy.

W kolejnym podrozdziale Doktorant przedstawil panel wybranych, w oparciu o dane
literaturowe dla raka pluca, 12 rodzajow miRNA, ktorych poziom byl nastgpnie oceniany w
egzosomach izolowanych z surowicy uczestnikow badania przesiewowego. Szczegolowa analize
ekspresji  wybranych rodzajow miRNA, Doktorant stusznie poprzedzil oceng jakosciowa
wyizolowanego z egzosomow materialu, biorge pod uwage ilos¢ uzyskanego calkowitego RNA,
stopien hemolizy probki oraz wydajnosé etapow izolacji RNA i syntezy cDNA. Wszystkie te
parametry s3 bowiem kluczowe dla miarodajnej oceny stopnia ekspresji miRNA. Szkoda, iz do tego
etapu badan Doktorant wybral istotne dla raka pluca miRNA wylacznie w oparciu o dane literaturowe,
a nie dokonal ich szerszego przegladu, stosujac do probek pacjentow zestawy umozliwiajace pomiar
ekspresji 96 roznych miRNA, tak jak to uczynil wezesniej dla probek testowych, pochodzacych od
0s0b zdrowych. Takie podejscie metodyczne mogloby pozwoli¢ na identyfikacj¢ innych onkomirdw,
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potencjalnie istotnych dla wezesnego raka pluca w naszej populacji. Przypuszczam, iz na przeszkodzie
stangly tu wzgledy ekonomiczne, ograniczajace skale podjetych badan.

Wyniki badan ekspresji 12 wybranych miRNA, Doktorant przedstawil kompleksowo, na
czytelnych wykresach pudelkowych oraz zestawil w szczegélowych tabelach. Uwzglednit tu rézne
sposoby analizy, w tym normalizacjg, przyjmujac rozne punkty odniesienia: albo ekspresje genow
referencyjnych, albo srednig ekspresj¢ wszystkich miRNA w probee, albo calkowitg ilos¢ RNA w
probee: lub wzigl pod uwagg stosunek poziomu ekspresji dwoch roéznych miRNA. Analiza przy
zastosowaniu normalizacji wynikow wzgledem $redniej ekspresji miRNA w obregbie probki pozwolita
na stwierdzenie korelacji pomigdzy poziomem ekspresji miR-21-5p oraz miR-30c-Sp a stopniem
zaawansowania nowotworu - w zaawansowanych stadiach choroby ekspresja obu rodzajow miRNA
rosfa. Roznice migdzy analizowanymi grupami zaobserwowano natomiast przy ocenie stosunku
poziomow obu tych onkomirow. Nie osiagnely one jednak istotnosci statystycznej. Analiza stosunku
poziomu ekspresji dwoch roznych miRNA wykazala dla 10 proporcji wystgpowanie trendu, gléwnie
rosnacego (9/10), zaleznego od stopnia zaawansowania choroby, w ktorych wystepowal miR-21-5p
lub miR-30c-5p. Wyniki te, cho¢ bez wyraznej istotnosci statystycznej, mogg wskazywac na role tych
dwoch onkomirow rowniez w rozwoju raka pluca.

W drugiej czgsci tego rozdziatu Doktorant przedstawil wyniki badan nad skladem lipidowym
egzosoméw w poszczegOlnych grupach. Wykazaly one istotne statystycznie roznice w zawartosci 5
zwigzkow, z wyraznie podwyzszonym ich poziomem w grupie pacjentéw nowotworowych oraz 8
lipidow, ktorych poziom zmienial si¢ ze stopniem zaawansowania nowotworu (5/8 wykazywalo trend
rosnacy). Uzyskane w poszczegdlnych etapach wyniki badan Doktorant zwigzle rekapituluje w
podrozdziale , Podsumowanie wynikow".

Kolejny rozdzial .Dyskusja” zastuguja na uznanie. W tej czgsci rozprawy, Doktorant
ponownie wykazal si¢ bardzo dobra znajomoscia przedmiotu i wnikliwie ustosunkowal si¢ do
uzyskanych wynikow na tle pismiennictwa. W ,Dyskusji” Autor podkresla, iz zwiazek pomigdzy
skladem ilosciowym i jakosciowym egzosoméw, lub ogdlnie pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, a
choroba nowotworowa i jej progresja. zostal w literaturze juz dobrze udokumentowany, m.in. na
podstawie wzrastajgcej liczby pecherzykow. W tym kontekscie Doktorant wskazuje rowniez na istotna
rolg metody uzytej do ich izolacji, podkreslajac braki w standaryzacji takich metod i ich swoistosci
wzglgdem konkretnego rodzaju pecherzykow. Bardzo trafnie podkresla rol¢ | zanieczyszezenia”
preparatow zwlaszcza malych pecherzykow, wéréd nich egzosoméw, innymi skladnikami, np.
bialkami surowicy czy frakcjami LDL i VLDL lipidow oraz dyskutuje wykorzystanie metod
potencjalnie pozwalajacych na ich eliminacjg. W tym miejscu pragng podkresli¢, iz w przeciwienstwie
do badan skladu biatkowego i miRNA, ocena metabolitow komérek rodzicielskich, w tym profilu
lipidowego. zawartego w pecherzykach jest unikalna na tym polu badan. Nie dziwi wiec, iz wyniki
dotyczace tego aspektu rozprawy zostaly juz przez Doktoranta opublikowane w prestizowym
czasopismie ,.Cancers” (IF=6.6).

W odniesieniu do badan poziomu ekspresji poszczegdinych rodzajow miRNA, Autor
wskazuje na niewielki potencjal diagnostyczny zidentyfikowanych réznic w kontekscie wykrywania
nisko zaawansowanego raka pluca w badaniu przesiewowym. Wsréd przyczyn takiego stanu rzeczy
podkresla, iz na wczesnym etapie choroby, pecherzyki/egzosomy uwalniane przez komorki
nowotworowe stanowia niewielka frakcje w calej populacji pecherzykéw uwalnianych przez komorki
prawidlowe. Mozna tu dywagowac, czy wykorzystanie osocza krwi a nie surowicy, nie byloby
lepszym rozwiazaniem pod wzglgdem skladu uzyskanych egzosomow. Pecherzyki w surowicy zostaja
bowiem _sztucznie” zdominowane przez mikropecherzyki i egzosomy pochodzenia plytkowego,
masywnie uwalniane podczas procesu krzepnigeia krwi. Kwesti¢ t¢ pozostawiam jednak do
rozwazenia przy ewentualnej kontynuacji tej tematyki badawczej,

W podsumowaniu dyskusji Autor wskazuje na realng mozliwos¢ wykorzystania w przysztosci
analizy skladnikéw molekularnych pecherzykow, w tym lipidéw i mRNA jako biomarkerow
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wezesnego raka pluca, po opracowaniu metodologii izolacji oczyszezonych pecherzykow pochodzenia
nowotworowego. Podjgcie takich badan byloby logiczna kontynuacja tego opracowania.

Na zakofczenie swojej recenzji pragng podkreslic, iz przediozona rozprawa jest interesujaca,
tak z naukowego. jak i klinicznego punktu widzenia. Jest wartosciowym wkladem w rozwoj badan nad
wykorzystaniem pgcherzykow zewnatrzkomérkowych, w tym egzosomow jako zrédla markerow
choréb nowotworowych. Pomimo wykazania braku istotnych statystycznie réznic w poziomie
ekspresji wybranych rodzajow miRNA oraz profilu lipidow w egzosomach pacjentow z wczesnym
rakiem pluca i zdrowych dawcow w badaniu przesiewowym. nie przekresla to przydatnosci
zastosowanego podejscia metodycznego do badan z wykorzystaniem oczyszczonych populacji
pecherzykow nowotworowych. Uzyskanie takich populacji pecherzykow w przebiegu innych choréb
nowotworowych jest juz mozliwe.

Podjecie badan skladu lipidowego egzosoméw pacjentow z rakiem pluca i osob zdrowych
miato charakter nowatorski i zasluguje na szczegélne uznanie, a fakt opublikowania tych wynikow w
czasopismie .Cancers”, dodatkowo weryfikuje ich wysoka wartos¢ naukowa. W tym miejscu pragng
zwrocic uwage, iz Doktorant jest takze wiodacym autorem dwéch innych artykutow, oryginalnego i
przegladowego, opublikowanych w prestizowych czasopismach ..Cancers” i ,.Proteomes”, majacych
rowniez zwiazek lematyczny z niniejszg rozprawa.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Mateusza
Smolarza spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 z pozn.zm) w
zwigzku z art. 179 ust. | z dnia 3 lipca 2019r ,,Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2 2018 r. poz. 1669 z pézn.zm.)". Prezentuje ona wyniki oryginalnych badan
i jest wartosciowym wkladem w rozwoj wiedzy na temat potencjalnego wykorzystania egzosomow do
wezesnej diagnostyki raka pluca. W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego
z wnioskiem o dopuszczenie mgr Mateusza Smolarza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, ze wzgledu na zaawansowanie technologiczne i bardzo wysoka wartos¢ naukowa
przeprowadzonych badan, wnioskuje o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy.

Krakow, 28.12.2021
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