GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD BIOCHEMII

Debinki 1, 80-211 Gdarisk

tel.: 58 349 14 60, 58 349 14 64

e-mail: bioch@gumed.edu.pl, www: bioch.gumed.edu.pl
Kierownik: Prof. dr hab. Ryszard T. Smoleriski

tel. 58 349 14 62, e-mail: rt.smolenski@gumed.edu.pl

Gdansk, 5 stycznia 2022
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Koordynator ds. przewoddw doktorskich

Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
im. Marii Sktodowskiej-Curie -

Panstwowego Instytutu Badawczego.

Recenzja pracy doktorskiej mgr. Mateusza Smolarza pt. ,Scharakteryzowanie sktadu
molekularnego egzosomdéw obecnych w surowicy krwi pacjentéw z wczesnym rakiem ptuca”.

Praca doktorska mgr. Mateusza Smolarza ma charakter monografii zawierajgcej typowo
streszczenia w jezyku polskimi angielskim, wykaz skrotow, wstep, cel pracy materiaty i
metody, wyniki, dyskusje i bibliografie. Na koncu umieszczono liste publikacji majgcych
zwigzek z pracg doktorskg wsrdd ktérych sg publikacje w bardzo dobrych czasopismach
takich jak Proteomes czy Cancers w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem. Dwie to
prace oryginalne i jeden przeglad. Praca doktorska liczy tgcznie 110 stron. Jest przygotowana
bardzo starannie i klarowny sposéb przedstawia bardzo ztozone problemy.

Gtéwnym zagadnieniem ktorego dotyczy praca doktorska jest charakterystyka sktadu
molekularnego egzosomoéw obecnych w surowicy krwi pacjentdw z wczesnym rakiem ptuca.
Badania te zwigzane sg z poszukiwaniem biomarkerow ktére pozwolity by na wczesng
identyfikacje pacjentow umozliwiajgc tym podjecie skutecznego leczenia. Znaczenie tego
tematu nie podlega dyskusji. Rak ptuca jest najczestszg przyczyng zgondw z powodu
nowotwordéw ztosliwych ze wzgledu na zbyt pézne wykrywanie. Potencjalnym materiatem do
analizy mogga by¢ ptyny ustrojowe, a obecne w tych ptynach pecherzyki pozakomérkowe sa
unikalng strukturg ktéra w kontekscie potencjalnych biomarkeréw raka ptuca nie zostata
dotychczas dostatecznie scharakteryzowana. Istnieje szereg przestanek, ze substancje
zawarte w egzosomach, w szczegdlnosci powigzane z nowotworzeniem biatka i RNA a takze
lipidy mogg miec szczegdlng wartos¢ jako wskazniki patologii nowotworowych.

Gtéwnym celem ocenianej pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie profilu molekularnego
egzosomow obecnych w surowicy krwi uczestnikdw badania przesiewowego w kierunku raka
ptuca oraz identyfikacja sktadnikow egzosoméw (lipiddw i miRNA), ktérych stezenie
rdznicowato osoby zdrowe i pacjentéw z rakiem ptuca. Trzy cele szczegétowe obejmowaty:
1. Optymalizacje procedury izolacji egzosomdw z niewielkiej objetosci surowicy na potrzeby
analizy profilu miRNA oraz profilu metabolitéw, 2. Analize poziomu wybranych miRNA w
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egzosomach izolowanych z surowicy. 3. Analize profilu metabolitébw w egzosomach
izolowanych z surowicy.

Badane prébki pochodzity od osdb u ktorych : 1. nie wykryto zmian obrazowych, 2 wykryto
tagodne (nie nowotworowe) guzki ptuc, 3 wykryto zmiany zdiagnozowane jako zfosliwe
(nowotworowe).

Metodyka badan obejmowata procedure izolacji egzosoméw. Ta procedura nie tylko zostata
wdrozona przez doktoranta lecz réwniez zoptymalizowana i udoskonalona, co stanowito istotng
czes¢ pracy doktorskiej. Kontrola jakosci uzyskanych egzosoméw obejmowata oznaczenia panelu
biatek markerowych z zastosowaniem techniki Western Blot. Analiza wielkosci uzyskanych
egzosomow przeprowadzona byta z zastosowaniem dedykowanej aparatury (Zetasizer) oraz
mikroskopii elektronowej. Z uzyskanych egzosomoéw wyizolowano RNA i wybrane czasteczki
MiRNA poddano analizie iloSciowej PCR. Procedury te réwniez zostaty zoptymalizowane i
udoskonalone w ramach pracy doktorskiej. Do analiz metabolitéw zastosowano technike
chromatografii cieczowej z detekcjg masowa. Wykorzystano do tych analiz zestaw Absolute IDQ
p400 HR firmy Biocrates pozwalajgcy na ocene stezent >400 metabolitow.

Gtéwne wyniki przeprowadzonych badan to:

1) Optymalizacja procedury chromatografii zelowej do izolacji egzosomdw z niewielkiej objetosci
surowicy oraz okreslenie ograniczen takich jak zanieczyszczenia lipoproteinami.

2) Wykazanie braku réznic w wielkosci egzosoméw wyizolowanych z surowicy oséb bez zmian w
ptucach, z guzkami fagodnymi i pacjentami z rakiem ptuca.

3) Wykazanie, ze poziom ekspresji 12 wybranych do analizy rodzajow miRNA byt podobny w
egzosomach surowicy u 0séb bez zmian w ptucach, z guzkami tagodnymi i u pacjentéw z rakiem
ptuca.

4) Wykazanie, ze poziom ekspresji onkomiréw miR-21-5p i miR-30c-5p wzrastat w egzosomach
surowicy wraz ze stopniem zawansowania raka ptuca.

5) Wykazanie, ze wzgledny poziom niektérych lipiddw obecnych w egzosomach surowicy byt
rézny u 0séb bez zmian w ptucach, z guzkami tagodnymi i u pacjentéw z rakiem ptuca. Nalezaty
do nich takie zwigzki jak Cer(42:1), TG(54:2), PC(24:0), CE(19:2) i LPC(20:1), ktorych poziom
wzrastat w egzosomach pochodzacych od pacjentéw z rakiem ptuca.

6) Wykazanie, ze wzgledny poziom niektorych lipidéw obecnych w egzosomach surowicy, np.
ester cholesterolu CE(19:2), wzrastat wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu.

Przeprowadzone analizy wykazaty jedynie niewielkie réznice w poziomie ekspresji wybranych
rodzajbw miRNA oraz profilu lipidéw kompletnej populacji egzosomdéw surowicy miedzy
zdrowymi uczestnikami badania przesiewowego a pacjentami z wczesnym rakiem ptuca.
Sugeruje to na niewielki potencjat diagnostyczny takiego badania jako testu molekularnego
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wspomagajgcego wczesne wykrywanie raka ptuca w badaniu przesiewowym. Przyczyng moze
by¢ heterogennos¢ populacji egzosoméw obecnych w surowicy i niewielki udziat egzosomoéw
produkowanych przez komodrki nowotworowe na wczesnych etapach choroby. W pracy
podkreslono koniecznos¢ dalszych badan w szczegdlnosci opracowania technik izolacji
egzosomow produkowanych przez komérki nowotworowe.

Nie ujmujac wysokiej wartosci przeprowadzonych badan chciatbym podzieli¢ sie kilkoma
uwagami: przy opisowych badaniach jest to trudne, ale szczegdlnie w pracy doktorskiej powinny
by¢ zdefiniowane hipotezy badawcze, czego brakuje. Prace cechuje pewna niespdjnos¢. Na
przyktad opisujac analizy profilu RNA, w streszczeniu i wynikach podano, ze zbadano 12
wybranych czastek, a w Metodach jest mowa o 96 czastkach. Podobnie w przypadku analiz
metabolomicznych, w rdznych czesciach jest mowa o analizach wybranych lipidéw lub o
kompleksowej analizie metabolomicznej obejmujacej inne zwigzki drobnoczasteczkowe. Pomimo
bardzo zaawansowanych i skomplikowanych metod i procedur statystycznej obrébki wynikow
sprowadza sie ona do poszukiwania pojedynczych substancji réznicujgcych chorych i zdrowych.
Jedynie w przypadku zawartosci wybranych czgstek RNA zbadano znamienno$¢ wybranych
proporcji. Byé moze kolejne bardziej ztozone pochodne uzyskanych wartosci pozwolity by na
lepsze zréznicowanie badanych grup. Szczegdlnie brakuje tego w analizach metabolomicznych.
Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej podkreslity koniecznosé poprawy techniki
selekcjonowania egzosomow. Jakie sg obecne mozliwosci w tym zakresie?

Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej
wysokiej wartosci. Praca doktorska mgr Mateusza Smolarza stanowi znaczgcy wktad w
poszukiwanie biomarkeréw chordb nowotworowych, wyznaczajgc dalsze kierunki takich
badan. Oceniana praca spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie doktorskiej okreslone
w aktualnie obowigzujgcych regulacjach prawnych. Wnosze do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego o
dopuszczenie mgr Mateusza Smolarza do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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