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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anety Zebrowskiej pt. ,,Molecular characteristics of small

extracellular vesicles isolated from melanoma patient’s plasma”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anety Zebrowskiej zostata wykonana w
Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Skfodowskiej - Curie — Panstwowym Instytucie Badawczym,
pod promotorstwem prof. dr hab. Moniki 'Pietrowskiej. Praca zostala napisana w jezyku angielskim i ma
charakter monografii cho¢ jako zalacznik dotaczono 5 artykutéw naukowych opublikowanych przez

Doktorantke w latach 2019-2022, a ktére zwigzane sg z tematyka przedstawionej do recenzji dysertacji.

Badania dotycza analizy proteomicznej matych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (SEV)
wydzielanych przez komoérki czerniaka pacjentéw z rozpoznaniem tego nowotworu. Hipoteza badawcza
zaklada, ze krew chorych na czerniaka zawiera heterogeniczng mieszaning sEV, w sklad ktérej wchodzg
zaréwno sEV wydzielane przez komdrki nowotworowe (MTEX) jak i te pochodzace od réznych populacji
zdrowych komérek organizmu (NMTEX). Zardwno MTEX jak i poszczegélne NMTEX mozna
rozfrakcjonowaé wykorzystujac przeciwciata specyficzne dla antygenow, wystepujacych na powierzchni
sEV, ktére sg tozsame z antygenami komorek, ktére je wydzielajg. Dzigki takiemu podejsciu mozliwa jest
izolacja MTEX, poznanie ich profilu proteomicznego i by¢ moze wytypowanie biatek shuzacych w
przysztosci jako biomarkery pozwalajace na diagnozowanie, prognozowanie lub monitorowanie
odpowiedzi na terapie. To nowatorskie podejscie, zwane ,,ptynna biopsjg”, cho¢ wciaz rozwijajace sie,
wpisuje si¢ w nowoczesne metody detekcji biomarkerow nowotworowych i w przysztosci moze wyznaczaé
nowe standardy w diagnostyce i terapii nowotworow jako metoda nieinwazyjna. Duza czg$¢ pracy
poswiecona jest SEV wydzielanym do krwi przez limfocyty T, ktére stanowiag okoto polowy wszystkich
sEV krazacych w krwiobiegu. W przypadku tych badan Doktorantka zalozyla, ze u pacjentow z
czerniakiem, sEV produkowane przez limfocyty T réznig si¢ od tych wydzielanych do krwi u ludzi

zdrowych.

Praca rozpoczyna si¢ wstepem teoretycznym, ktéry w bardzo interesujgcy sposob wprowadza nas
w tematyke rozprawy i zawiera wszystkie niezbedne informacje istotne dla jej zrozumienia. Nastepnie

opisany jest materiat oraz metodyka zastosowana w pracy. Tabela 2 prezentuje charakterystyke 15 prébek



pochodzacych od pacjentéw onkologicznych, ktére wykorzystano do przeprowadzenia analiz sEV
produkowanych przez komorki czerniaka, natomiast w tabeli 3 znajdujemy te same informacje dla 10
pacjentow, ktorych probki krwi postuzyty jako material do badania SEV wydzielanych przez limfocyty T.
W obu tabelach widoczne jest do$¢ duze zréznicowanie wieku pacjentow, jak rowniez przewage probek
pochodzacych od mezczyzn. Czy w pracy przeprowadzono analizy statystyczne zwigzane z tymi
parametrami? Czy zauwazono jaki§ wptyw wieku oraz ptci na profil proteomiczny sEV? Czy grupa 10
zdrowych dawcow zostala dobrana odpowiednio do grupy pacjentow? I wreszcie, dlaczego wykorzystano
2 rozne grupy pacjentéw do przeprowadzenia analiz? Czy probki pobrane od pacjentéw z czerniakiem

réznity sie od zdrowych dawcow pod wzgledem liczby wyizolowanych sEV?

Procedura przygotowania bialek do analiz MS oraz sama analiza proteomiczna jest bardzo
szczegbtowo opisana w czesci poswieconej metodyce. Natomiast sama metoda przygotowania probek od
pacjentéw, izolacji pecherzykoéw zewnatrzkomérkowych z osocza, immunoseparacja SEV  oraz
walidacja/weryfikacja uzyskanych frakcji sEV (badanie morfologii TEM, analiza WB czy NTA) jest
opisana bardzo skrétowo. Przygotowanie probek do analiz MS jest kluczowe i moze wplyng¢ na wartos¢
uzyskanych informacji, stad tez krétki opis tej czesci metodyki lub chocby odnosnik literaturowy do
publikacji opisujacej te etapy bytby wartosciowy.

Na stronie 43, w tabeli 8 znajdujemy informacje, ze do identyfikacji biatek analizowanych metoda
LC-MS/MS wykorzystano recenzowang ludzkg baze danych Swiss-Prot (reviewed Swiss-Prot human
database) zawierajgca (na dzien 30.11.2018) 11 378 269 sekwencji. Na dzien dzisiejszy (4.07.2025) baza
ta zawiera okoto 573 tysiecy sekwencji dla wszystkich gatunkéw, w tym okoto 20 tysigcy biatek ludzkich,
skad wigc wzieta sig ta liczba?

Cze$é poswiecona wynikom podzielona jest na dwie czesci. W pierwszej czedci pracy, poswigconej

sEV wydzielanym przez komérki czerniaka wykonano nastgpujace analizy:

e Poréwnawcza analiza proteomiczna sEV zawierajacych antygen CSPG-4, specyficzny dla
sEV wydzielanych przez komérki czerniaka (SEV CSPG4"; MTEX) oraz sEV
niezawierajgcych antygenu CSPG4 (sEV CSPG47; NMTEX). Celem tych badafi bylo
znalezienie bialek charakterystycznych dla sEV wywodzacych si¢ z komoérek czerniaka.
Zidentyfikowane przez Doktorantke sygnatury zawieraly biatka uczestniczace w regulacji
cyklu komérkowego, transdukeji sygnatow, remodelingu macierzy zewngtrzkomorkowej i
cytoszkieletu oraz funkcjonowaniu ukfadu immunologicznego. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wybrano panel 16 biatek produkowanych w znacznie wigkszych ilosciach w sEV
CSPG4*, ktére w przysztosci mogltyby stuzy¢ w celach diagnostycznych. Co wazne, 10 z

tych bialek opisano uprzednio w literaturze, jako ekspresjonowane w tkance czerniaka.



Uwazam tg cze$¢ pracy za bardzo obiecujaca i choé niektére z zaproponowanych biatek
panelu sa opisane w literaturze jako zwigzane z roéznymi typami nowotwordw (np.
gelsolina), to zaproponowanie panelu 16 biatek, mogloby w bardziej skuteczny sposob
wspomoc diagnozg.

Nastepnie profil proteomiczny NMTEX pacjentéw zostal poréwnany z proteomem sEV
izolowanych z osocza zdrowych dawcow. Zidentyfikowano 75 biatek rdzniacych oba profile
co stanowi bardzo ciekawy wynik potwierdzajacy, ze choroba nowotworowa moduluje
rowniez sEV produkowane przez komdrki nienowotworowe, a to uzasadnia analizy
przeprowadzone w drugiej czesci rozprawy doktorskiej. Mam jednak pytanie dotyczace tych
wynikéw. Co brano pod uwage przy identyfikacji biatek réznicujacych NMTEX od
pacjentéw i zdrowych dawcoéw? Tylko istotnos¢ statyczng (p-value) czy krotnos¢ zmian
rowniez?

W kolejnej analizie Doktorantka wykonata poréwnanie profili proteomicznych sEV
CSPG4" uzyskanych od pacjentéw z réznym statusem czerniaka. Poréwnano pacjentéw bez
objawdéw choroby lub wykazujacych stabilny stan z pacjentami z progresja choroby
nowotworowej (PD). Znaleziono 83 biatka réznicujace, z czego 75 bialek wykazywalo
podwyzszong akumulacje w grupie PD. Uwazam ten wynik za najbardziej istotny w calej
dysertacji, w kontekscie identyfikacji biomarkeréw zwigzanych z progresja choroby, a ktore

w przysztosci moglyby stuzy¢ w celach prognostycznych.

W drugiej czesci pracy wykonano nastepujace analizy:

Poréwnano profile proteomiczne sEV wydzielanych przez limfocyty T (sEV CD3")
izolowane od pacjentow oraz zdrowych dawcow. Nastgpnie poréwnano uzyskane wyniki z:
proteomem limfocytow T izolowanych od pacjentow z czerniakiem oraz baza biatek
limfocytow T opublikowanych w literaturze. W przypadku komoérek T pobranych od
pacjentow, brak jest informacji lub odnosnika literaturowego na temat zastosowanej
metodyki do separacji komorek. Na podstawie przeprowadzonych analiz zidentyfikowano
biatka wystepujace zardéwno w sEV CD3" jak i w komorkach T uwalniajacych sEV CD3".
Co ciekawe, Doktorantka wytypowata réwniez bialka specyficzne tylko dla SEV CD3"
pochodzgcych od pacjentéw z czerniakiem. Wykonana bioinformatyczna analiza
funkcjonalna wykazata, ze biatka te zwiazane sa gléwnie z sygnalizacja MAPK oraz
aktywnos$cig BRAF.

Przeanalizowano proteom sEV wydzielanych przez komoérki CD3" poréwnujac prébki od
pacjentéw do tych uzyskanych od zdrowych dawcow. Zidentyfikowane biatka réznicujace

gtéwnie zwigzane byly z procesami krzepnigcia, aktywnos$cia trombocytéw oraz adhezja



komérek. Na podstawie tych obserwacji Doktorantka zasugerowala, ze pecherzyki

wydzielane przez ptytki kewi stanowig znaczng cze$¢ sEV CD3",

Jesli chodzi o kwestie techniczne przedstawionych wynikéw, mam tylko jedng uwage: w mojej

opinii rysunki zamieszczone w pracy sg zbyt mate, a podpisy bardzo trudne do rozszyfrowania.

Dyskusja jest bardzo klarownie napisana. Pierwszy jej rozdziat traktuje o zaletach i wadach r6znych
podejs¢ analitycznych oraz wyzwaniach technicznych zwiazanych z analizg sEV. Po przeczytaniu
tej czesci jasne wydaje si¢, ze Doktorantka ma duza wiedzg w tym temacie i zdaje sobie sprawe z
réznych ograniczen. Pozostale rozdzialy skupiajg si¢ na analizie SEV i wynikach dostepnych w
literaturze. W mojej opinii jednak mato uwagi Doktorantka poswigcita na dyskusje wynikéw
otrzymanych podczas realizacji samej rozprawy, szczegélnie w kontekscie tych dostgpnych w

literaturze. Podczas obrony, poprositabym o odniesienie si¢ do ponizszych uwag/zapytan:

1. Czy Doktorantka poréwnywata list¢ zidentyfikowanych w swoich badaniach biatek do tych,
ktore publikowane sa w literaturze jako specyficzne dla sEV uwalnianych przez komorki
czerniaka? Dla przyktadu do tych wymienionych w Dyskusji na stronie 106? Ciekawi mnie
na ile ta lista jest wspolna.

2. Jak wygladata akumulacja biatek okreslanych w rozprawie jako markerowe dla sEV np.
tetraspanin: CD9, CD63, CD81 czy CD83, czy TSG101? Na rysunku 7A widoczny jest
jakosciowy wynik analiz western blot dla niektérych z tych biatek, potwierdzajacy ich
obecno$¢ zaréwno u pacjentow jak i zdrowych dawcow. Jednak, jesli sg to konstytutywnie
ekspresjonowane w TEX biatka, ich poziom powinien by¢ stosunkowo podobny zaréwno w
MTEX jak i NMTEX, a wynik pochodzacy z analizy ilosciowej moéglby by¢ traktowany
jako swego rodzaju potwierdzenie prawidlowo wykonanych eksperymentow.

3. Poréwnawcze analizy sSEV CD3" izolowanych od pacjentéw i zdrowych dawcédw pokazaly,
zaburzenia akumulacji biatek zaangazowanych w sygnalizacje MAPK/BRAF co w
kontekscie przeprogramowania limfocytéow T w trakcie rozwoju choroby nowotworowej
wydaje si¢ zasadne. Zaciekawit mnie jednak wynik poréwnania sEV CD3". Poprositabym
Doktorantke o prébg wytlumaczenia na podstawie dostepnych danych, dlaczego pacjenci z
czerniakiem ro6znig si¢ od zdrowych dawcéw pod wzgledem proceséw zwigzanych z

koagulacja?

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Anety Zebrowskiej dotyczy
waznej dziedziny badan jakim sg poszukiwania molekularnych sygnatur rozwoju choréb nowotworowych
w kontekscie diagnostyki, predykcji wynikdw leczenia oraz progresji raka. Uzyskane wyniki prezentujg

wysoka warto$¢ merytoryczna, tym bardziej, ze uzyskane zostaly w oparciu o bardzo trudny materiat



biologiczny, ktéry cho¢ bardzo obiecujacy jesli chodzi o wykorzystanie tzw. ,,ptynnej biopsji”, nadal
nastrecza wielu probleméw technicznych. Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z
zakresu prowadzonych przez siebie prac badawczych, postawita przed sobg ambitne i jasne cele naukowe,
anastgpnie je zrealizowata. Wytypowane w pracy biatka, w przysztosci mogg stanowi¢ cenny cel badawczy
jako markery diagnostyczne oraz prognostyczne w czerniaku. Tak jak wspomniatam na poczatku recenzji,
na koncu rozprawy doktorskiej widzimy informacje, ze Doktorantka jest wspoétautorka 5 publikacji
naukowych, w tym 3 pierwszoautorskich. Publikacje te ukazaly si¢ w latach 2019-2022, czyli
prawdopodobnie w trakcie realizowania badan w ramach przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, a
dotyczg matych pecherzykow zewnatrzkomdrkowych i ich analizy w kontekscie choréb nowotworowych.
Jeden z artykulow opublikowany zostal w wysokopunktowanym czasopismie Journal of Extracellular
Vesicles (IF siemi 16.7). To stanowi bardzo dobry wynik jak na ten etap kariery naukowej oraz potwierdza,

ze mgr Aneta Zebrowska jest specjalistkg w tematyce sEV.

W swietle powyzszych danych, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie
dysertacja mgr Anety Zebrowskiej pt. ,,Molecular characteristics of small extracellular vesicles isolated
from melanoma patient’s plasma” zawiera istotne elementy nowosci naukowej oraz oryginalnosci i spetnia
ustawowe oraz zwyczajowe kryteria stawiane kandydatom do stopnia doktora sformutowane w art. 187 ust.
1 i2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U z 2020 r. poz. 85 z pdzn.
zm. W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej- Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr Anety Zebrowskiej do
dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk

o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Mopdolore onek
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