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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Anety Zebrowskiej pt.: ,Characteristics of proteome of small
Extracellular Vesicles isolated from melanoma patients plasma.” zrealizowanej w
Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw im. Profesora

Mieczystawa Chorazego w Gliwicach pod kierunkiem dr hab. n. med. Moniki Pietrowskiej

Pilnym, wcigz nierozwiazanym problemem klinicznym w terapii czerniaka jest rozwdj
opornosci komérek nowotworu na leczenie adjuwantowe inhibitorami immunologicznych
punktéw kontrolnych lub inhibitorami BRAF lub MEK i brak markeréw predykcyjnych dla
tych kosztownych terapii molekularnych. W ostatnich latach liczne badania wskazuja na to,
ze mate pecherzyki zewnatrzkomdérkowe (sEV) znajdujace sie w osoczu pacjentéw z
czerniakiem, moga jako tzw. ,plynna biopsja guza” by¢ Zrédiem takich biomarkeréw
diagnostycznych czy tez umozliwiajacych monitorowanie progresji czerniaka lub odpowiedzi
na terapie. Znaczna cze$¢ sEV znajdujacych sie w osoczu pacjentéw pochodzi z komdrek
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czerniaka (MTEX), ktére za ich pomoca ksztaltuja mikrosrodowisko guza na swoja korzys$¢ a
takze prowadza do zmian systemowych wspierajacych dalszy wzrost guza, np. wplywajac na
fenotyp i funkcje komérek odpornosciowych. Stad tez poznanie skladu molekularnego
MTEX, co stanowi cel pracy przedlozonej pracy doktorskiej, pozwoli na lepsze zrozumienie
mechanizméw promujacych rozwéj czerniaka jak i determinujacych odpowiedz na terapie.
Dzieki zastosowaniu w pracy specyficznej metody izolacji sEV polegajacej na wychwycie
immunologicznym MTEX za pomoca przeciwciala rozpoznajacego antygen komdrek
czerniaka CSPG4, doktorantce udalo sie przezwyciezy¢ jedna z podstawowych trudnosci
analizy sEV z probek biologicznych, polegajacej na wysokiej heterogenicznosci sEV z osoczu,
ktére obok MTEX zawierajq takze pecherzyki ze zdrowych tkanek oraz krazacych we krwi
komoérek odpornosciowych. Tym sposobem doktorantka uzyskata dwie oddzielne populacje
sEVs - sEVs pochodzacych z komérek czerniaka oraz sEVs pochodzace z komorek
nieztosliwych (NMTEX) i ocenila ich sktad biatkowy za pomocg techniki wysokorozdzielczej
spektrometrii mas sprzezonej z nano-chromatografia cieczows (nano-LC-MS/MS). Duzym
atutem przedstawionej pracy jest w mojej ocenie to, Zze Doktorantka nie ograniczyta sie tylko
do analizy proteomicznej sEVs pochodzacych z komérek czerniaka, lecz rozszerzyla ja takze
na sEVs pochodzacych od limfocytéw, stosujac taka sama metode ich wychwytu
immunologicznego za pomoca przeciwciatla anty-CD3. Doktorantka wykazata, ze metoda
wychwytywania sEVs z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat jest skuteczna w badaniu
sktadu molekularnego wybranych subpopulacji malych pecherzykow
zewnatrzkomérkowych obecnych w plynach ustrojowych. W starannie zdefiniowanej i
przeprowadzonej analizie statystycznej uzyskanych wynikow analizy proteomicznej
Doktorantka zidentyfikowala szereg bialek ktére odrézniaty MTEX od NMTEX oraz pacjentéw
z progresja choroby od pacjentéw bez objawdw choroby po zastosowanej terapii. Ponadto
Doktorantka wykazala, Ze profil biatkowy limfocytarnych sEVs CD3(+) pacjentéw z
czerniakiem roézni sie od profilu oséb zdrowych, co potwierdza obserwowany systemowy

wplyw nowotworu na profil komérek immunologicznych.

Praca wpisuje sie w aktualny i bardzo dynamicznie rozwijajacy sie nurt badan z pogranicza
biologii komorki, proteomiki oraz onkologii molekularnej. W kontekscie rosngcego
zainteresowania tzw. ,,plynna biopsja” (ang. liquid biopsy) oraz wykorzystania sEV jako

nieinwazyjnego zrddla informacji biologicznej, temat podjety przez Doktorantke uznac
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nalezy za bardzo aktualny, oryginalny i posiadajacy istotne znaczenie zaréwno poznawcze,

jak i potencjalnie aplikacyjne.

I. Struktura pracy i sposob prezentacji wynikow
Rozprawa mgr Anety Zebrowskiej jest klasyczna dysertacjq i jest dosy¢ obszerna, liczac 137
stron. Zostala napisana w sposdb logiczny, przejrzysty i z zachowaniem wysokiej kultury
jezykowej. Pod wzgledem edytorskim praca jest przygotowana bardzo starannie i estetycznie,
zawiera bardzo nieliczne i drobne btedy edytorskie ktére nie umniejszaja w zZaden sposéb
wysokiej jakosci rozprawy. Grafiki sg dobrze zaplanowane i z niewielkimi wyjatkami jasno i
przejrzyscie prezentuja uzyskane wyniki. Wszystko to sprawia, ze prace czyta sie z duza
przyjemnoscia, jasno podazajac za tokiem prezentacji danych przez Doktorantke. Praca
sktada sie z klasycznych czesci: wprowadzenia, przegladu literatury, celéw badawczych,
cze$ci metodycznej, wynikow, dyskusji i wnioskow koricowych. Praca doktorska konczy sie
rozdzialem obejmujacym spis piSmiennictwa liczacego 208 pozycji, lista osiggnieé
naukowych Doktorantki obejmujacy publikacje, doniesienia konferencyjne oraz udzial w
projektach oraz suplementem zawierajacym wspomniane wyzej publikacje Doktorantki

obejmujace 3 prace oryginalne i 2 prace przegladowe.

II. Ocena merytoryczna
Cze$¢ teoretyczna w rozdziale Wstep (przeglad literatury) jest obszerna i dobrze
udokumentowana, a autorka wykazuje sie bardzo dobra orientacja w aktualnym stanie
wiedzy. W pierwszych 4 podrozdzialach Doktorantka przedstawia zagadnienia zwigzane z
samym czerniakiem, omawiajac jego patogeneze, dostepne opcje terapeutyczne, podstawy
molekularne jak i onkogenne szlaki sygnatowe zwigzane z jego rozwojem oraz omawia
odkryte dotychczas potencjalne biomarkery diagnostyczne. W kolejnym podrozdziale
Doktorantka skupia sie na malych mikropecherzykach zewnatrzkomérkowych,
przedstawiajac ich klasyfikacje i terminologie, sposoby izolacji, ich tadunek molekularny i
heterogenicznos$¢ w ptynach biologicznych a takze omawiajac ich znaczenie w procesach
patologicznych, szczegdlnie skupiajac sie na czerniaku. Nastepny podrozdzial poswieca
spektrometrii mas jako technice identyfikacji biatek, przedstawiajac jej rézne podtypy w
postaci globalnej analizy proteomu metodg ’shotgun proteomics” czy tez proteomiki
celowanej. W Zalozeniach pracy Doktorantka przekonujaco przedstawia powody podjecia
tematyki pracy oraz definiuje 2 gldwne cele pracy: identyfikacje profilu biatkowego

zwigzanego z progresja nowotworu. Podkresla przy tym, Ze jest to pierwsza prdéba analizy
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proteomicznej MTEX z osocza oddzielonych selektywnie wspomniana metodg od catej reszty
sEVs. Drugim celem jest poréwnanie molekularnego tadunku sEVs wydzielanych przez
limfocyty T od 0s6éb zdrowych i od pacjentéw z rakiem czerniak jako tzw. , ptynna biopsja”
mogaca wskazywac¢ na uposledzene immunologiczne pacjentéw z czerniakiem, ktére moze
pogarsza¢ odpowiedz na immunoterapie.. W czesci metodycznej szczegotowo przedstawia
zastosowane techniki oraz ich uzasadnienie. Brak jest jednak informacji o zastosowanych
metodach leczenia u pacjentéw, co mogloby miec istotny wplyw na badany profil sEVs. Nie
do konca jasne jest tez w jaki sposdb byly przygotowywane lizaty sEVs do analizy
proteomicznej po zastosowanej immunoselekcji. Czy sEVs byly wpierw odlaczane od
beadséw magnetycznych przed liza? Czy przeciwciala uzywane do immunoselekgcji trafialy
réwniez do lizatéw i jaki to mogloby mie¢ wplyw na dalsze analizy? W jaki spos6b prébki do
analizy proteomicznej byly normalizowane? O ile tutaj brakﬁje paru istotnych informacji, o
tyle dalsza obrébka prébek do analizy proteomicznej a takze analiza statystyczna jest opisana
bardzo doktadnie, chociaz tez nie jest do korica jasne, ktore jej czesci zostaly przeprowadzone
przez sama Doktorantke, gdyz wspomina ona sama na str. 46 dysertacji, ze analize

statystyczna przeprowadzita Pani Justyna Mika - nalezaloby to bardzie uscislic.

W pierwszej czesci scharakteryzowano wedlug wytycznych MISEV sEVs wyizolowane z
osocza pacjentdw z czerniakiem i zdrowych kontroli klasycznymi metodami takimi jak
Western Blot, transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz nowa metoda analizy §ledzenia
nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis, NTA). Tutaj mam pewne watpliwosci, czy
Doktorantka powinna zamieszcza¢ pokazywane wyniki (chodzi o ryciny 7-11) w monografii,
gdyz cho¢ sa one w wiekszosci pokazane w publikacjach ktérych Doktorantka jest
wspolautorka, to nie jest do korica jasne Ze sama przeprowadzala te eksperymenty. Tym
bardziej, ze w czesci materiaty i Metody Doktorantka nie opisala metod na ktérych bazujg
pokazane wyniki (Western Blot, mikroskopia elektronowa, cytometria z uzyciem kulek,
NTA). Moim zdaniem wystarczyloby tutaj powolanie sie na wyzej wspomniane prace ujete w
dorobku naukowym Doktorantki i usciSlenie, ktére eksperymenty Doktorantka
przeprowadzila osobiscie. W kolejnej czesci autorka przedstawia wyniki analizy
proteomicznej MTEX i NMTEX uzyskanych z osocza pacjentow z czerniakiem.
Przeprowadzona nienadzorowana analiza gléwnych komponentéw danych proteomicznych
wykazata wyrazne réznice w profilu MTEX i NMTEX, szczegdlnie w przypadku 4 pacjentéw z

postepujacym czerniakiem. Doktorantka zaproponowala na tej podstawie panel 16 bialtek o
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podwyzszonym stezeniu w MTEX do odrézniania MTEX od NMTEX. Co wazne, Doktorantka
zweryfikowala, czy wykryte biatka sa obecne w komérkach czerniaka poprzez poréwnanie
wykrytego panelu bialek z danymi immunohistochemicznymi z Human Protein Atlas oraz z
danymi transkryptomicznymi w bazie danych TCGA czerniaka. Istotnie, Doktorantka
potwierdzita, ze bialka ze zidentyfikowanego panelu wystepuja w komérkach czerniakach,
dowodzac tym samym, ze rzeczywiscie MTEX sa sEVs pochodzacymi z komérek czerniaka i
mogg by¢ uznane za tzw. ,,ptynna biopsje nowotworows”. Nastepnie, aby zbadaé znaczenie
funkcjonalne biatek wykrytych w MTEX, Doktorantka przeprowadzita analize wzbogacenia
ontologii genéw (gene ontology enrichment analysis), analize wzbogacenia $ciezek sygnatowych
baz Reactom i String. Analizy wykazaly miedzy innymi znaczace wzbogacenie $ciezek
sygnalowych zwigzanych z PI3K-Akt, patologiczna infekcja E.coli, interakcja z receptorem
ECM. Ponadto biatka byly zwigzane z dosy¢ ogélnymi Sciezkami i funkcjami, takimi jak
transdukcja sygnalu, cykl komdrkowy, transport zalezny od pecherzykéw, adhezja
komorkowa i glikozylacja, macierz zewnatrzkomérkowa i cytoszkielet. Najciekawsze wyniki
pod wzgledem Kklinicznym uzyskata autorka z analizy proteomu MTEX z uwzglednieniem
zaawansowania choroby. Wyodrebnilta 75 biatek o wyzszej ekspresji i 8 bialek o nizszej
ekspresji w MTEX pacjentéw z progresja choroby w stosunku do MTEX pacjentéw bez

objawdéw choroby.

Kolejna cze$¢ wynikéw byla poswiecona molekularnej analizie sEVs pochodzacych od
limfocytéw T. Co ciekawe, Doktorantka wykazata bardzo duza zmienno$é procentowego
udziatu sEVs pochodzacych z limfocytéw w puli wszystkich sEVs w osoczu pacjentéw.
Poréwnanie wykrytego proteomu CD3(+) sEVs z lizatem z limfocytéw T odpowiednio w
grupie pacjentéw z czerniakiem i w grupie kontrolnej wykazato odpowiednio 65% i 62%
wspolnych bialek. Biatka te wigzaly sie w analizie GO ze szlakami regulacji proceséw
komorkowych, odpowiedzia na bodZce, systemem immunologicznym, degranulacja
neutrofili. Podobnie jak w przypadku MTEX, profil biatkowy sEVs pochodzenia
limfocytarnego pacjentéw z czerniakiem réznil sie znaczaco od profilu sEVs zdrowych
kontroli. Doktorantka ponadto ustalita, ze bialka o podwyzszonej ekspresji w wyniku analizy
wzbogacania szlakéw zostaly zaszeregowane przede wszystkim do typowych szlakéw
onkogennych, takich jak indukcja szlaku MAPK, Ras i Rho GTPazy, zwiazanych z aktywnoscia
zmutowanych form BRAF; za$ biatka o obniZonej ekspresji wiazaly sie z odpowiedzia

immunologiczng i apoptoza. Na zakoriczenie Doktorantka ocenita réznice w profilu

ul. Banacha 1 tel.: +48 22 57 20 693; 57 20 639
02-097 Warszawa fax: +48 22 57 20 679

www.biochemia.wum.edu.pl biochemia@wum.edu.pl



biatkowym CD3(-) sEVs, czyli wszystkich mikropecherzykéw w osoczu nie pochodzacych od
limfocytéw, czyli obejmujacych tez te nowotworowe, pacjentéw i zdrowych kontroli. Tutaj
takze zauwazalne byly réznice w ekspresji 64 bialek, ktérych zdecydowana wiekszo$é
charakteryzowala sie wyzszym poziom u pacjentéw. Analiza wzbogacania GO i Reactome
wskazywala na powigzanie tych bialek z aktywacjg i agregacja plytek, gojeniem sie ran,
adhezja komdrkows transportem zwigzanym z pecherzykami oraz ukladem
immunologicznym. Jak zauwazyla Doktorantka, wskazywatoby to na to, ze wiekszos¢ frakcji
CD3(-) sEVs niezwigzanych z limfocytami jest wydzielana przez plytki i inne komérki uktadu

immunologicznego.

O ile wiekszos$¢ bardzo obszernych wynikéw w tej czesci pracy sa przedstawione bardzo
przejrzyscie za pomocg rycin, mam drobna uwage do przedstawionych diagraméw Venna
zawartych w rycinach 15, 25 i 28, majace w zamysle Doktorantki przedstawiaé¢ bialka o
podwyzszonej i obnizonej ekspresji w ré6znych badanych subpopulacjach sEVs. W rej sytuacji
jednak nie wiadomo co oznaczaja biatka wspdélne - nie moga by¢ przeciez jednoczesnie
podwyzszone i obnizone. Tutaj nalezaloby te wyniki przedstawi¢ w innej formie.

W stosunku do obszernego wstepu i czesci z wynikami rozdzial dotyczacy dyskusji jest w
mojej ocenie nieco krétki i méglby by¢ znacznie bardziej rozbudowany. Doktorantka bardzo
zgrabnie i przekonujaco opisala trudnosci jakie wigza sie z analiza proteomiczng SEVs z
prébek biologicznych i w jaki sposdb zastosowana przez Doktorantke w pracy metoda
wychwytu immunologicznego specyficznych populacji sEVs rozwigzuje te trudnosci,
przyczyniajac sie do innowacyjnosci i nowatorskosci przeprowadzonych badan. Doktorantka
pokrétce omawia dotychczas przeprowadzone proby oceny profilu biatkowego EVs
zwiazanych z czerniakiem, jednakze brakuje mi tu bardziej bezposrednich poréwnan z
wlasnymi wynikami. Czy ktéres z biatek zidentyfikowanych przez Doktorantke pojawiato sie
juz w innych pracach dotyczacych profilowania proteomicznego czerniaka? Doktorantka
wspomina tez o innych pracach gdzie podjeto préoby odseparowania sEVs pochodzenia
nowotworowego metoda immunochwytania w przypadku innych nowotworéw i ich analizy.
Czy w tych pracach opisano jakie§ bialka zwiazane z sEVs ktore sg zbiezne z biatkami
wykrytymi przez Doktorantke? Szczegdélnie brakuje w dyskusji dokladniejszego omdwienia
najwazniejszych zidentyfikowanych bialek, szczegdlnie tych wybranych przez Doktorantke
do panelu o znaczeniu prognostycznym. Co wiadomo na temat roli tych bialek w czerniaku,

lub szerzej, w nowotworach ogélem? Jaki moglyby miec zwiazek z rozwojem czerniaka?
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Doktorantka wspomina o wykryciu podobnego panelu zwigzanego z progresja zwiazanego z
EVs z wysiekowego surowiczaka po limfadenektomii - czy s3 tu jakies zbieznosci?

Podobnie w czesci dyskusji dotyczacej profilu bialkowego sEVs zwigzanych z limfocytami
brakuje glebszego omoéwienia znaczenia najwazniejszych biatek. Czy wykryte zmiany profilu
biatkowego sEVs wydzielanych przez limfocyty T u pacjentéw wskazujg jakis konkretny
kierunek ich modulacji funkcjonalnej przez komérki czerniaka, np. uposledzajac ich funkcje
przeciwnowotworowe? Jakg role moglyby odgrywaé tu bialka zwigzane ze wspomniang
aktywacjg onkogennych szlakéw MAPK/BRAF. Jakie znaczenie moglyby mie¢ wykryte przez
Doktorantke zmiany poziomu biatek zwigzanych z aktywacja plytek u pacjentéw z
czerniakiem?

Mysle, ze odpowiedzi na powyzsze pytania bedg dobrym punktem do dyskusji o wynikach i

znaczeniu badan Doktorantki w czasie obrony jej pracy.

III.  Dorobek publikacyjny

Z przedstawionej dokumentacji wynika, ze czes¢ wynikow pracy zostata opublikowana w
recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym, notowanych na
liScie JCR. Swiadczy to o wysokim poziomie naukowym badari oraz potwierdza ich
oryginalnos$¢ i znaczenie w srodowisku naukowym. Ponadto Doktorantka jest pierwszym
autorem dwdch prac przegladowych powigzanych tematycznie z przedmiotem rozprawy.

Autorka posiada rowniez liczne wystapienia konferencyjne i aktywnos¢ naukowg w postaci
udzialu w projektach badawczych. CaloSciowy dorobek spelnia kryteria formalne
przewidziane w obowiazujacych przepisach prawa oraz wewnetrznych regulaminach

jednostki prowadzacej przewdd.

IV.  Wniosek konicowy
Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Anety Zebrowskiej oceniam bardzo wysoko
zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i formalnym i edytorskim. Staranne
zaplanowanie i przeprowadzenie doswiadczen a takze doglebna i wywazona analiza
uzyskanych wynikéw s$wiadczy o znakomitym opanowaniu warsztatu badawczego i
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Przedstawione w recenzji uwagi oraz pytania w zadnym
stopniu nie wplywaja na moja jak najbardziej pozytywna ocene rozprawy. Podjety przez
Doktorantke temat wpisuje sie w wazny aspekt badan EVs obecnych w materiale klinicznym

jako markerdow diagnostycznych i prognostycznych w diagnostyce i terapii nowotwordéw.
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Uzyskane w ramach pracy wyniki mogg stanowié cenny punkt wyjscia do opracowania testéw

w diagnostyce klinicznej i onkologii.

Przedstawiona mi do oceny praca spelnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwiazku z powyzszym z przyjemnosciag wnioskuje o
dopuszczenie mgr Anete Zebrowska do dalszych etap6w postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora.

Z powazaniem

Matgorzata Czystowska Kuzmicz
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