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Ocena

Rozprawy doktorskiej mgr Liliany Czernek p.t.
.Investigations on the Role of Cancer-Derived Exosomes in Intercellular Communication”

Btyskawiczny postep technik biologii molekularnej znaczaco zwiekszyt dostepne
biologom i lekarzom mozliwosci wgladu w strukture i funkcje organizméw zywych na poziomie
komorkowym lub subkomérkowym. Bardzo dynamicznie rozwijajgcym sie obszarem badan jest
komunikacja miedzy komérkami. Jednym z mechanizméw umozliwiajgcych taki przeptyw
informacji sg eksosomy — pecherzyki wydzielane przez komérki zdrowe oraz nowotworowe.
Eksosomy mogg by¢ wchtaniane przez komérki docelowe co prowadzi do przeniesienia ich
tadunku i wptywa na funkcje i przezywalno$é komérek akceptorowych. Mechanizm ten jest
prawdopodobnie wykorzystywany przez komérki nowotworowe do wptywania na funkcje uktadu
immunologicznego. Transport eksosomalny stanowi réwniez potencjalng droge precyzyjnego
dostarczania lekéw adresowanych do komoérek posiadajgcych receptor dla eksosomoéw
przenoszgcych lek. Zagadnienia te stanowig 0$ pracy doktorskiej mgr Liliany Czernek.

Szczego6towe cele pracy zdefiniowano w sposéb poprawny, typowy dla tego typu
projektéw. Ze wzgledu na ztozono$¢ i kompleksowo$¢ projektu, nie dziwi ich znacznie wieksza
niz typowo liczba. Wymienione cele sktadajg siew sposéb logiczny i uporzgdkowany w spéjna
cato$¢. Nalezy podkredlic, ze sg to cele bardzo wartosciowe, o istotnym elemencie
poznawczym a wieloetapowos¢ i kompleksowosS¢ dziatarn badawczych podjetych aby

zrealizowac kazdy z nich zastuguje na uznanie.

Oceniana praca ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych o strukturze IRDaM. Po
obszernym wstepie, przedstawiona jest sekcja wynikdéw i ich omdwienie, po czym prace
zamyka opis wykorzystanych w projekcie metod molekularnych. Ciekawym elementem jest
przedstawienie gtownych osiggnie¢ Doktorantki przed wstepem pracy — pozwala to w prosty
sposéb zapoznac¢ sie z jej karierg naukowg i oceni¢ jako$¢ juz opublikowanych oraz
przedstawionych podczas konferencji prac naukowych.

Gtowny tekst pracy doktorskiej liczy 140 stron maszynopisu. Gtéwnym watkiem wstepu
jest omoéwienie charakterystyki, pochodzenia i roli eksosoméw w komunikaciji

miedzykomorkowej. Rozdziat ten jest bardzo obszerny, co wynika bezposrednio z tego jak



duzym zainteresowaniem $rodowiska naukowego charakteryzujg sie eksosomy komorek
nowotworowych. W tym kontekscie nie dziwi staranie Autorki aby przyblizy¢ czytelnikom ten
ztozony i wieloptaszczyznowy problem. Syntetyczne zebranie i podsumowanie kilkunastu lat
badan w obszarze eksosomoéw, ich zawartosci i mozliwosci transferu informacji miedzy
komoérkami, Swiadczy o dojrzatosci Autorki jako pracownika naukowego i jej dogtebnej

znajomosci tematu.

Wyniki badan, przedstawione na siedemdziesieciu dwoch stronach maszynopisu w
bardzo przejrzysty sposéb pokazujg naktad pracy Doktorantki. tgcznie sekcja wynikow i
dyskusiji, ilustrowane za pomocg kilkudziesieciu klarownych tabel i rycin w czytelny i logiczny
sposéb ilustrujg plan i wykonanie badan zmierzajgcych do realizacji zamierzonych celéw pracy.
Pierwsza sekcja wynikéw opisuje charakterystyke wielkosci, liczby, dystrybucji i pochodzenia
eksosomoéw. Autorka realizuje te dziatania z wykorzystaniem zréznicowanych technik
badawczych: cytometrii, mikroskopii sit atomowych, techniki sledzenia nanoczgstek i wielu
innych, co wskazuje na staranne i wielokierunkowe podejscie eksploratywne. Kolejne sekcje
wynikéw koncentrujg sie na zbadaniu zawarto$ci eksosomoéw oraz mozliwych implikacjach
transferu mikroRNA, biatek i RNA miedzy komoérkami. Te mechanizmy komunikacji
miedzykomorkowej, obejmujgce wymiane informacji pomiedzy komérkami nowotworowymi a
uktadem odporno$ciowym moga stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla lekéw oraz wyjasniac
mechanizmy indukowanej przez nowotwér immunotolerancji. Rozdziat zamyka charakterystyka
eksosomoéw jako potencjalnych no$nikéw lekéw. Kazdy podrozdziat jest oméwiony zwigzle w
kontekscie biezgcego pisémiennictwa, co pozwala oceni¢ jako$¢ i znaczenie wynikow
uzyskanych przez Doktorantke w kontekscie aktualnego stanu wiedzy.

Metody zastosowane w pracy opisano ze szczeg6tami technicznymi na 22 stronach
rozprawy. Wykorzystane techniki molekularne w znacznej mierze obejmujg optymalizacje
przebiegu reakcji izolacji, pomiaru cech fizycznych i biologicznych eksosoméw oraz badania
ich zdolnosci do transferu informacji/mediatoréow miedzy komérkami. Zauwazalny jest ogrom
pracy wiozony w optymalizacje warunkéw reakcji stuzacych realizacji celu pracy oraz dbatos¢
o szczegdty. Podsumowujgc, rozdziat ten obrazuje cato$¢ skrupulatnie zaplanowanych i
przeprowadzonych eksperymentéw pozwalajgc, w moim odczuciu, na ich powtérzenie i
weryfikacje przez innych naukowcéw, co spetnia kryteria eksperymentalnej pracy naukowej.

Piémiennictwo obejmuje az 518 pozycji, w olbrzymiej wiekszosci opublikowane w
ostatnich latach w czasopismach z Impact Factor, co Swiadczy o aktualno$ci poruszanego

tematu i olbrzymim zainteresowaniu tym obszarem badan biomedycznych.



Prace zamyka zwiezta sekcja ,conclusions”, w syntetyczny i logiczny sposéb formutujgca
~wynikajgce z wynikéw pracy wnioski dobrze podsumowujgce znaczenie i implikacje
przedstawionych w pracy odkry¢.

Ogotem pod wzgledem merytorycznej zawartosci, poprawnosci zaplanowania badan, ich
przeprowadzenia, jak rowniez pod wzgledem ogélnej formy i organizacji tresci pracy, rozprawe
mgr Liliany Czernek oceniam bardzo wysoko.

Chociaz w catosci rozprawa nie budzi watpliwosci w zakresie oryginalnosci tematyki
badawczej, zastosowanej metodyki badan, czy interpretaciji wynikéw tych badan, po jej lekturze
nasuneto mi sie kilka pytan, na ktére odpowiedzi nie bytem w stanie wydedukowa¢ w oparciu o
tekst pracy. Czes$¢ z nich wynika z mojej wtasnej badawczej ciekawosci i, jakkolwiek zapewne
przekracza zakres wykonanych lub planowanych prac, by¢é moze stanie si¢ przyczynkiem do
ciekawej dyskusiji lub kolejnych projektow:

o Ryciny 26 i 27 przedstawiaja wychwyt eksosomoéw przez rézne typy komorek.
Zaskakujgcy jest brak poréwnania statystycznego uzyskanych wynikéw oraz dyskusji,
chocéby spekulatywnej, w jaki sposéb komoérki dendrytyczne sg w stanie efektywniej
wychwytywaé eksosomy?

. Wyniki analizy ekspresji miRNA przedstawione w tabeli 4 wymagajg szerszego
kontekstu. Dlaczego autorka koncentruje sie jedynie na miRNA o zwigkszonej ekspres;ji
w eksosomach? Obnizenie ekspresji w eksosomach, moze $wiadczy¢ o zwiekszeniu
retencji miRNA w komérkach produkujacych eksosomy lub faktycznym zmniejszeniu ich
ekspresji. Znane sg przypadki kiedy wewnatrzkomérkowe zwigkszenie ekspresji miRNA
przektada sie na spadek ich liczby kopii w medium hodowlanym, surowicy pacjentow i
eksosomach — by¢é moze z takim fenomenem mamy tu do czynienia? Graficzne
przestawienie tego typu wynikéw za pomocag mapy termicznej lub wykresu typu ,Volcano
plot” znacznie zwiekszytoby przejrzystos¢ ich prezentaciji i utatwito interpretacje.

. Rycina 41 przedstawia ocene przezywalnosci komérek po poddaniu wzrastajgcym
stezeniom badanych zwigzkéw chemicznych. Z blizej niewyjasnionego powodu,
wskazano na 120 i 130-procentowg przezywalno$¢ komérek w poczatkowym punkcie
obserwacji. Podobne wyniki przedstawia rycina 46 (viability >105% przy stezeniu 0.001
mM). Czy Autorka ma jakie$ wyttumaczenie dla aktywnego wzrostu komoérek przy niskich
stezeniach badanych substancji, czy to oczywista omytka pisarska?

D Opis metod w zakresie analizy statystycznej jest zdecydowanie zbyt skgpy — badania
ekspresji genéw i miRNA, oznaczenie przezywalnos$ci komorek i wyznaczenie LC/ICS0,



poréwnania miedzy liniami komoérkowymi — wszystko to wymaga testéw statystycznych
by uwiarygodni¢ czy obserwowane réznice nie sg dzietem przypadku czy tez wielkos¢
ich przekracza réznice wynikajgce z losowej zmiennosci. Niewatpliwie Doktorantka
przeprowadzita stosowng analize jednak zaréwno opis wynikbw oraz metod
zastosowanych w analizy danych znaczgco poprawitby jako$é recenzowanej pracy oraz
mozliwosci oceny poprawnosci wysnutych na podstawie wynikéw wnioskow.
Nieistotne merytorycznie uwagi edytorskie dotyczg przygotowania pracy w jezyku angielskim,
ktory nie jest jezykiem ojczystym ani dla Autorki ani Recenzenta. Ten fakt lezy u podstaw dos¢
licznych btedéw stylistycznych i literowych, jednak niewatpliwie zostang one usuniete podczas
korekty edytorskiej wersji przygotowywanej do publikaciji.

Przytoczone powyzej drobne uwagi, natury bardziej redakcyjnej niz merytorycznej, nie
umniejszajg w zadnym stopniu warto$ci merytorycznej rozprawy i mojej bardzo pozytywnej
opinii o tej wyrdzniajgcej sie pracy Pani mgr Liliany Czernek.

W podsumowaniu stwierdzam, ze ta bardzo yvartoéciowa rozprawa jest $wiadectwem, iz
Doktorantka wykazata umiejetno$¢ samodzielnego rozwigzywania probleméw naukowych i
badawczych, wykazujac potrzebng do tego wiedze, jak i przygotowanie teoretyczne w zakresie
zagadnien, ktérych rozprawa dotyczy. Praca ta zawiera bez watpienia elementy nowosci
naukowej, a przedstawione wyniki wskazuja, ze cele badawcze stawiane przez Doktorantke
zostaty zrealizowane z nadwyzka.

Uwzgledniajgc warsztat badawczy, wartosci poznawcze i ogromne znaczenie
praktyczne dociekan naukowych z duzg przyjemnoscig przedktadam Wysokiej Radzie Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych wniosek o dopuszczenie mgr Liliany Czernek do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej oraz

wyréznienie pracy.
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